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O transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas € o tratamento de
escolha para muitas doencas hematoldégicas e imunodeficiéncias primdrias. A
selecdo de doadores é baseada na definicio de moléculas HLA-A e B por sorologia,
de alelos HLA-DRB1 e DQBI1 por técnicas de biologia molecular e na cultura mista
de linfécitos. Apesar disto, a doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVHD) é
ainda uma grave complicacdo, que ocorre em aproximadamente 35% dos
receptores de medula HLA-idénticos. O presente estudo teve por objetivo avaliar o
poder progndstico da ocorréncia de rejeicio e GVHD dos seguintes testes
laboratoriais: (1) cultura mista de linfécitos cldssica (CML) e potencializada com
citocinas exégenas (CMLp); (2) tipagem de genes de citocinas, pela técnica de PCR-
SSP e (3) seguimento do nivel sérico de citocinas dos pacientes transplantados,
empregando-se métodos imunoenzimadticos quantitativos. No estudo, foram
avaliados 118 transplantes, com doadores HLA-idénticos, realizados no Centro de
Hematologia e Hemoterapia e Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas, de agosto de 1994 a fevereiro de 2002. Na CMLp, a resposta dos
linfécitos do doador contra as células do receptor (DxR) foi aumentada 1,9 e 4,1
vezes, com a adi¢cdo de IL-4 (100 mg/mL) e IL-2 (10 ng/mL), respectivamente.
Todavia, a resposta do doador contra suas préprias células (DxD) também sofreu
um incremento de 2,0 e 6,4 vezes, respectivamente. Como o tratamento avaliado
também induziu aumento das respostas autélogas, o emprego da CMLp ndo trouxe
vantagens adicionais ao método tradicional (CML), que mostrou correlacio com a
incidéncia de GVHD cronica. A andlise do polimorfismo dos genes reguladores de
citocinas mostrou que, os genotipos de TNF-o-308, TFN-y+874 [L-6-174, TL-10-1082.-819,
392 ¢ TGF-B1+369. +915 ndo foram associados ao risco aumentado de GVHD aguda e
rejeicdo, enquanto o fenotipo de baixo produtor de IL-6 mostrou associacdo com
GVHD cronica. O acompanhamento da varia¢do dos niveis séricos de sIL-2R, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y e TGF-f1 dos receptores até 15 semanas
pos-transplante revelou que, os niveis médios de sIL-2R e IL-10 foram maiores no
grupo que desenvolveu GVHD aguda (776,4 £ 65,5 pg/mLe 10,9 + 3,3 pg/mL) em
relacdo ao grupo que ndo desenvolveu esta doencga (541,1 £ 17,3 pg/mL e 2,5+ 2,2

pg/mL). Os niveis de sIL-2R no periodo de “pega” do enxerto (1.165,0 £ 179,2
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pg/mlvs. 578,0 £ 47,2 pg/ ml) e ao tempo da GVHD aguda (926,4 + 142,5 pg/ ml vs.
496,5 + 48,7pg/ ml) também diferiram entre os grupos. A cinética destas citocinas
também revelou que os niveis de TNF-a e TGF-B1 foram correlacionados com
GVHD aguda. Nas primeiras semanas ap0s o transplante, os niveis de TNF-a foram
associados a GVHD aguda (72,7 £ 2,6 pg/mL vs. 38,1 £ 1,7 pg/mL). Nas dltimas
semanas, os niveis de TGF-B1 foram menores no grupo que desenvolveu a GVHD
aguda (7,5 £ 1,4 ng/ml), comparado ao grupo sem a doencga (17,0 £ 1,6 ng/ml).
Assim sendo, o monitoramento dos niveis séricos de sIL-2R, IL-10, TNF-o e TGF-
B1 poderia fornecer ao clinico um indicativo do risco de GVHD aguda, enquanto a
genotipagem de IL-6"7% poderia oferecer um novo método para identificar

pacientes ao risco de GVHD cronica.
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Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation is the chosen treatment for
many hematological diseases and primary immunodeficiency’s. The donor’s
selection has been based on the serological definition of HLA-A and B, in the
definition of
HLA-DRBI1 and DQBI1 by DNA-based molecular method and in the standard mixed
lymphocyte culture. Regardless, the graft-versus-host disease (GVHD) is still one of
the several complications that occur in approximately 35% of HLA-identical bone
marrow recipients. The objective of this study was to evaluate the prognostic power
of rejection and GVHD development of laboratorial assays: (1) standard mixed
lymphocyte culture (MLC) and potencialized (MLCp) with exogenous cytokines; (2)
typing of cytokine genes, by PCR-SSP, and (3) following-up of serum level
cytokines from transplanted patients, wusing quantitative enzyme-linked
immunoassays. From August 1994 to February 2002, it was analyzed 118
transplants, with HLA-identical donors, who had been performed in the
Hematological and Hemotherapy Center and Clinic’s Hospital at Campinas State
University. In the MLCp, the donor lymphocyte response versus receptor cells
(DxR) was augmented 1.9 and 4.1 times with IL-4 (100 ng/mL) and IL-2 (10
ng/ mL) supplementation, respectively. However, the donor response versus their
selves-cells (DxD) also augmented, 2.0 and 6.4 times, respectively. Since this
treatment also stimulated an increase of autologous responses, MLCp did not have
advantages on relation to standard method (MLC) that showed a correlation with
the incidence of chronic GVHD. Cytokine gene polymorphism analysis showed that
TNF-0308, [FN-y*+874 TL-6-174, IL-10-1082.-819.-592 "and TGF-B1+869.-+915 genotypes were
not associated to increased risk of acute GVHD and rejection, whereas the IL-6 low
producer phenotype showed significant statistical association to chronic GVHD.
The following-up of sIL-2R, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, and TGF-B1 recipient serum
levels during 15 weeks post-transplant showed that sIL-2R  and
IL-10 average levels were higher in the group with acute GVHD (776.4 £ 65.5
pg/mL and 10.9 + 3.3 pg/mL), than in the group without the disease (541.1 £ 17.3
pg/mL and 2.5 £ 2.2 pg/mL). Soluble IL-2 receptor levels at the engraftment and at

onset of acute GVHD were also different between the groups with and without
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acute GVHD (1.165.0 * 179.2 pg/ml vs. 578.0 = 47.2 pg/ml and 926.4 £ 142.5
pg/mlvs. 496.5 + 48.7pg/ ml), respectively. The cytokine kinetics also showed that
TNF-a and TGF-f1 levels were associated with acute GVHD. In the first weeks after
the transplant, high TNF-a levels were associated with acute GVHD (72.7 £ 2.6
pg/mL vs. 38.1 £ 1.7 pg/mL). In the last weeks, TGF-B1 levels were lower in the
group with acute GVHD (7.5 = 1.4 ng/ml) than those in the group without the
disease (17.0 £ 1.6 ng/ ml). Therefore, the monitoring of sIL-2R, IL-10, TNF-a, and
TGF-B1 serum levels after the transplant can provide to physician an indication of
acute GVHD risk, while IL-6-174 genotype may offer a new method for identifying

patients at increased risk of chronic GVHD.
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1.1. TRANSPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOIETICAS

A histéria do transplante de medula 6ssea comegou em 1949 com os
estudos de JACOBSON et al. (1949), utilizando modelos animais. Os primeiros
estudos clinicos apropriados usando medula Ossea para restaurar a
linfohematopoiese em humanos comecaram em 1957, nos Estados Unidos, com os
trabalhos de THOMAS et al. (1957). Durante as trés ultimas décadas, a
transplantacdo de células progenitoras hematopoiéticas apds altas doses de
quimio-radioterapia ablativa de medula tem emergido, como um tratamento de
escolha para vdrias doencas hematoldgicas, neopldsicas e congénitas. Entre as
doencas hematoldgicas, podemos citar as leucemias aguda e crbnica, a anemia
aplastica grave, os linfomas de Hodgkin e nado-Hodgkin, a sindrome
mielodispldstica, o mieloma multiplo e outras. Mais recentemente, a lista de
doencas tratadas por este tipo de terapia tem sido expandida para incluir muitas
sindromes metabdlicas congénitas, anemias congénitas e adquiridas e doengas nao

hematoldgicas.

A transplantacdo de células progenitoras hematopoiéticas consiste na
transferéncia destas células-tronco pluripotentes do doador para o receptor, as
quais tém a capacidade de renovag¢do continua e de gerar progenitoras para as
células maduras que constituem o sangue e sistema imune. A fonte de células
progenitoras pode ser a medula dssea, sangue periférico ou sangue de cordao

umbilical.

Os primeiros transplantes entre irmados HLA-compativeis foram
realizados em 1968, para o tratamento de imunodeficiéncia congénita e, em 1969,
para o tratamento de leucemia (GATTI et al, 1968; THOMAS et al., 1975).
Atualmente, mais de 10.000 transplantes por ano sdo realizados em todo mundo
(POLLACK, 1997). Contudo, o acesso a esta forma de terapia tem sido limitado a
disponibilidade de doadores HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigen)

compativeis. Além da compatibilidade entre doador e receptor, o sucesso do
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transplante também depende do controle da doenca do enxerto contra o

hospedeiro (GVHD do inglés, Graft-versus-Host Disease).

1.2. HISTOCOMPATIBILIDADE

As técnicas para definir antigenos de histocompatibilidade em humanos
foram cruciais para o desenvolvimento do transplante. Estes antigenos provocam
reacdes imunes quando tecidos sdo transplantados de um individuo para um
receptor geneticamente ndo-idéntico, o que resulta num processo denominado
rejeicdo. Os principais alvos moleculares nos casos de rejeicao de transplantes sdo
as formas alélicas ndo proprias das moléculas do Complexo Principal de

Histocompatibilidade (CPH).

O CPH € uma regido cromossdmica que compreende um conjunto de
genes, altamente polimoérficos, os quais codificam aloantigenos de superficie
celular. Em humanos, os genes do CPH encontram-se localizados no braco curto do
cromossomo 6 e subdividem-se em trés classes (Figura 1). O sistema HLA constitui
um subconjunto de genes do CPH humano, estes genes sdo denominados HLA de

classe I e classe II (SACHS, 1984).
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Figura 1. Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano - CPH

Os loci classicos do CPH classe I (HLA-A, -B, -C) codificam
glicoproteinas de membrana de alto polimorfismo, envolvidas em importantes
mecanismos de contato imune intercelular (ZINKERNAGEL e DOHERTY, 1979).
As moléculas HLA de classe 1 sdo formadas por uma cadeia polipeptidica a,
codificada pelo CPH. Na superficie celular, as moléculas classe I estdo associadas,
de maneira nao covalente, com a
beta-2-microglobulina, uma molécula menor, codificada por um gene nao
polimoérfico, localizado no cromossomo 15, fora do CPH. As moléculas classe I estdo
presentes na superficie de todas as células nucleadas e participam na apresentacao
de derivados peptidicos intracelulares as células T citotéxicas CD8+* (Tc). Uma vez
que o reconhecimento € feito, o linfocito Tc destréi a célula-alvo que apresenta o
antigeno. Nas condi¢des ndo-fisiologicas de transplantes, sdo as moléculas HLA de
classe I estranhas (ligadas a peptideos enddégenos) que sdo reconhecidas pelos

linfécitos Tc do hospedeiro durante a rejeicio. Recentemente, outros loci HLA
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classe I foram identificados, HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-H e HLA-J, entretanto
sua relevincia na resposta alogénica ao transplante ainda permanece

desconhecida.

Os antigenos HLA classe 1I sdo codificados por dois diferentes tipos de
genes, denominados “A” e “B”. Trés genes funcionais A e seis B estdo localizados
nas sub-regides denominadas HLA-DR, -DQ e -DP. Os genes A e B codificam
glicoproteinas transmembranicas denominadas cadeias a e 3, respectivamente, as
quais formam um heterodimero na superficie celular. Todos os antigenos HLA-DR
apresentam a mesma cadeia o, ndo polimérfica. Assim, o que distingue um
antigeno de outro sdo diferencas na seqii€éncia de aminodcidos encontradas nas
cadeias . A cadeia B presente nos antigenos HLA-DR1 a DRI18 é codificada pelo
gene DRBI1. A unido do gene A com o gene DRB3 produz os antigenos chamados de
HLA-DRS52, com 0 gene DRB4 produz 0 antigeno
HLA-DR53 e com o gene DRB5 a molécula HLA-DRS51. As proteinas dos antigenos
HLA-DQ e -DP sdo codificadas por dois pares de genes DQA e DQB. As moléculas
de histocompatibilidade de classe II tém uma distribuicdo celular mais restrita
sendo encontradas, constitutivamente, em linfécitos B, macréfagos/ mondcitos,
células dendriticas, células de Langerhans da pele e em algumas células
hematopoiéticas precursoras. A expressdao das moléculas classe Il também pode ser
induzida em linfécitos T ativados e em outras células incluindo fibroblastos e
células endoteliais. Estas moléculas HLA classe II tém como funcdo apresentar
peptideos exdgenos ao receptor do linfécito T auxiliador (Ta), CD4+, durante a
resposta imune. A principal fun¢do efetora dos linfécitos T auxiliadores é a
secrecdo de citocinas, as quais atuam sobre células T auxiliadoras e citotdxicas,
além de outras, incluindo linfécitos B, células NK (do inglés, Natural Killer),
macrofagos, polimorfonucleares e endotélio vascular. Estas citocinas exercem
varios efeitos que promovem e regulam as respostas imunes especificas humoral e

celular e também a reacdo inflamatoria.

O sistema HLA tem um papel de destaque na area dos transplantes. Suas
moléculas agem como fortes antigenos de transplantagdo e o seu polimorfismo

constitui uma séria barreira para transplantes de 6rgdos entre individuos ndo
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consangiiineos. Maior sobrevida de aloenxertos é observada entre individuos HLA-

idénticos, para os loci HLA-A, B, DRB1e DQBI.

A influéncia da incompatibilidade HLA-DP tem sido alvo de
controvérsia no transplante de medula Ossea. Para alguns autores, os
determinantes antigénicos HLA-DP ndo atuariam da mesma maneira que os HLA-
A, B, DR ou DQ, de modo que uma incompatibilidade DP ndo implicaria em risco
de GVHD (PETERSDOREF et al., 1993). Uma vez que todo o complexo HLA ¢é
herdado em bloco, uma incompatibilidade DP entre individuos aparentados seria
resultante da recombinacdo entre os genes DQ/DP. Até o presente momento, ainda
ndo estd claro se a disparidade HLA-DP deve ser utilizada como critério de

exclusdo do doador (PETERSDOREF et al., 1993; GASCHET et al., 1996).

Com os recentes avancos nos métodos de tipagem por DNA
(genotipagens) é possivel definir incompatibilidades antes ndo detectadas por
métodos soroldgicos ou por cultura mista de linfécitos primdria. Diferencas alélicas
tém sido correlacionadas com GVHD, principalmente, em casos de doadores ndo
aparentados. Mais de 130 diferentes antigenos HLA-A, B, Cw, DR, DQ e DP foram
definidos sorologicamente. Até o presente momento, com a introducao de métodos
de tipagem de DNA, com alta resolucdo, foram incluidos 5.320 haplétipos HLA-A e
B e 1.647 HLA-DRBI e DQBI, analisando-se 4 grupos étnicos: Asidticos, Negros,
Caucasoides Europeus e Caucasdides Norte-Americanos (GJERTSON e LEE, 1998).
Em relacdo ao locus HLA-DP, ja foram definidos mais de 70 alelos diferentes

(BODMER et al., 1997).
1.3. DOENCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO (GVHD)

Em transplantes de células progenitoras hematopoiéticas, o sistema
imune do receptor deve sofrer uma ablagcdo praticamente total, para ndo haver
rejeicao das
células-tronco alogénicas transplantadas. As células efetoras podem ser linfocitos T
citotoxicos e células NK e os alvos, as moléculas (em geral as cldssicas) codificadas
pelos genes ligados ao CPH. Contudo, as células do enxerto podem elaborar uma

resposta de rejeicdo contra o receptor, causando a GVHD, que se constitui na
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principal limitacdo ao uso da transplantacdo de medula 6ssea. A GVHD pode ser
dividida em duas formas baseadas no tempo de ocorréncia e nas manifestacoes
clinicas. A forma aguda ocorre nos primeiros dois a trés meses apds a
transplantacdo, enquanto a forma cronica manifesta-se mais tarde, 3 a 6 meses
ap6s o transplante. A GVHD aguda pode ser classificada de acordo com as
manifestacdes clinicas em graus I, I, IIT e IV (GLUCKSBERG et al., 1974). As
formas clinicamente relevantes, graus II a IV, ocorrem em aproximadamente 20%
a 50% dos pacientes que recebem células progenitoras de um irmao HLA-idéntico e
em 50% a 80% daqueles que recebem estas células de um irmio com uma ou mais
incompatibilidades ou células HLA compativeis de doador nao-aparentado.
Dermatite, hepatite e enterite sdo manifestacdes clinicas que caracterizam a GVHD
aguda. Esta sindrome ocorre como um resultado do reconhecimento de antigenos
HLA dos tecidos do receptor pelas células T implantadas do doador. A limitacdo do
nimero de diferencas nos alelos do CPH entre doador e receptor minimiza a
ocorréncia de GVHD. De fato, em sua maior parte, os transplantes de medula dssea
humana sdo realizados entre irmaos ou individuos da popula¢do completamente
idénticos em todos os loci de HLA. Em nosso centro, um recente trabalho mostrou
que 43,6% dos pacientes encontraram um doador compativel na familia (EID et al.,
2003). Doadores HLA compativeis nao-aparentados podem ser uma fonte
alternativa de medula 6ssea para aqueles pacientes que ndao encontram um doador

na familia (CHARRON, 1996).

O sucesso do transplante em humanos ainda é impedido pela GVHD
cronica, pela falha da “pega” do enxerto e pela rejeicio, mesmo quando é realizado
entre irmaos genotipicamente idénticos (STORB et al., 1986; GALE et al., 1987). A
falha da “pega” do enxerto e a rejeicdo sdo importantes complicacdes,
principalmente para pacientes com anemia aplastica (CHAMPLIN et al., 1989). A
GVHD cronica pode ocorrer como uma extensdo da GVHD aguda (progressiva),
ap6s um intervalo livre da doenca (quiescente) ou sem precedentes (de novo). Ela
pode ser classificada em limitada ou extensa, dependendo dos 6rgdos atingidos

(SHULMAN et al., 1980).
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Moléculas HLA e outros antigenos de transplantacdo ainda ndao
totalmente conhecidos, como os antigenos de histocompatibilidade secundérios
(mHag, do inglés, minor Histocompatibility antigens), podem estar envolvidos na
patogénese da GVHD e rejeicio (AL-DACCAK et al., 1990; GOULMY et al., 1996;
TSENG et al.,, 1999). As moléculas HLA do receptor podem funcionar como
antigenos nominais ao apresentar os mHag aos linfécitos T do doador. Antigenos
de histocompatibilidade secunddrios sdo peptideos associados ao HLA, originais de
regides polimorficas de proteinas presentes nas células-alvo do receptor. Apesar
destes peptideos do receptor terem, normalmente, um grau limitado de
polimorfismo, também sdo capazes de serem reconhecidos pelas células T do
doador e de elicitarem uma resposta imune. Disparidades nestes mHag, entre
doadores e receptores, parecem constituir um risco potencial para GVHD e
rejeicdo, implicando num tratamento prolongado com drogas imunossupressoras.
Estes antigenos podem evocar forte resposta citotoxica (Tc) restrita ao CPH e
resposta proliferativa de linfécitos T auxiliadores. Cinco mHag jia foram
caracterizados: HA-1, 2, 3,4 e 5 (van ELS et al., 1990) e podem ser detectados pelo
teste de citotoxicidade celular (GOULMY er al., 1996) ou por métodos de
genotipagem (WILKE et al., 1998).

1.4. SELECAO DE DOADORES DE MEDULA OSSEA

Em nosso meio, a identificacdo e selecio de doadores de medula éssea
aparentados HLA-idénticos tem sido baseada na defini¢do sorolégica de antigenos
HLA-A, -B, -DR e -DQ, na genotipagem dos alelos HLA-DRB1 e -DQBI e na

resposta em cultura mista de linfécitos classica (CML).

A tipagem soroldgica dos antigenos HLA se baseia no método de
microlinfocitotoxicidade, dependente de complemento, padronizado pelo NIH
(do inglés, National Institute of Health). Os soros especificos utilizados na tipagem
sdo de origem de multiparas, politransfundidos ou produzidos por técnicas para
obtenc¢do de anticorpos monoclonais in vitro. Para a tipagem dos antigenos HLA

classe I e II, normalmente se utilizam suspensdes de células mononucleares obtidas
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a partir do sangue periférico. Uma das grandes limitagdes desta técnica € a
dependéncia da viabilidade celular, da expressdo dos antigenos HLA na superficie
celular e mesmo da disponibilidade de quantidade suficiente de linfdcitos,
principalmente em caso de aplasia. Além disto, os antigenos HLA apresentam
miultiplas especificidades soroldgicas ou epitopos, o que pode levar um mesmo soro
a reagir com diferentes antigenos pertencentes ao mesmo grupo de reagdo cruzada

(CREG, do inglés, Cross Reaction Group), dificultando a interpretacdo da tipagem.

A tecnologia molecular teve um profundo impacto na tipagem HLA,
principalmente com o desenvolvimento de sondas com seqii€ncias especificas de
oligonucleotideos para alelos HLA (BIGNON et al., 1997). A tipagem HLA pode ser
definida selecionando-se segmentos de maior variagdo do DNA, correspondentes
ao segundo éxon, amplificados pela reacdo em cadeia da enzima polimerase — PCR
(do inglés, Polymerase Chain Reaction), a qual € capaz de gerar milhdes de copias
de um gene especifico. Esta selecio pode ser realizada utilizando-se um painel
especifico de iniciadores (“primers”), no método SSP (do inglés, Sequence-Specific
Primer) ou um painel especifico de sondas (“probes”), no método SSOP (do inglés,
Sequence-Specific Oligonucleotide Probes) (BUGAWAN et al., 1990). “Probes” e
“primers” sdo pedacos de fita inica de DNA sintético (oligonucleotideos). Quando o
oligonucleotideo é usado para iniciar a sintese de DNA ele é chamado de “primer”.
Quando o oligonucleotideo € usado para hibridizacdo e, esta é usada para definir

um tipo de HLA, o oligonucleotideo é chamado de “probe”.

Apesar dos recentes avancos na biologia molecular para se tipar os
diferentes alelos dos varios loci do complexo HLA, a técnica de cultura mista de
linfécitos (CML) cldssica ainda é aceita como um ensaio funcional em alguns
centros, pois além de permitir a definicio da compatibilidade entre doador e
receptor, também avalia a capacidade estimulatéria de diferentes produtos de
genes HLA cldassicos. A CML é um teste in vitro que avalia as capacidades de
reconhecimento e proliferacdo de linfécitos. Este ensaio representa uma medida
funcional da imunidade celular, na qual linfécitos T de um individuo sdo induzidos
a proliferarem quando estimulados por leucdcitos mononucleares de um outro

individuo. O reconhecimento de alo-antigenos HLA de classe II e a ativacido de
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células T que ocorrem na CML sdo vistos como um modelo in vitro da fase aferente
de uma reacdo aloenxerto in vivo. Embora mais trabalhosa, a CML pode prover
informacdes sobre eventos de reconhecimento celular que podem ndo ser

discerniveis por sorologia ou métodos de tipagem por DNA.

A CML ¢ baseada nas observacdes de BAIN et al. (1964), de que ao
manter por varios dias, em cultura, uma mistura de linfécitos de dois individuos,
geneticamente diferentes, ocorria uma série de eventos metabdlicos que resultava
na ativacdo e proliferacdo celular e presenca de células blasticas. Esta
transformacdo bldstica reflete a capacidade de uma ou ambas populacdes de

linfécitos reconhecerem aloantigenos presentes na outra célula.

A CML unidirecional ¢ utilizada quando se deseja avaliar a resposta de
cada individuo isoladamente. Neste caso, bloqueia-se a capacidade de sintese de
DNA dos linfécitos de um dos individuos, por métodos envolvendo irradiacdo ou
tratamento com drogas como Mitomicina-C. Estas células passam a funcionar

como estimuladoras, enquanto que as nao tratadas como respondedoras.

Entre as limitagdes da CML, podemos citar: (1) o longo periodo de
incubacdo da cultura; (2) a eventual baixa expressdo das moléculas de
histocompatibilidade nas células de pacientes hematoldgicos; (3) a deficiéncia
funcional na imunidade celular de pacientes hematolégicos; (4) a necessidade de
inclusdo no teste de células de individuos normais com o mdédximo de
incompatibilidades HLA para atuarem adequadamente como controles de
estimulacdo e resposta; (5) a variacdo de reagentes, como o soro utilizado para
suplementacdo do meio de cultura e is6topos radioativos empregados para avaliar a

proliferacdo celular.

A sensibilidade do método de cultura cldssico em detectar diferencas
entre o receptor e doador, muitas vezes relatadas como importantes no
desenvolvimento de GVHD, vem sendo questionada. Embora alguns estudos mais
recentes tenham mostrado que a CML poderia prever o desenvolvimento de GVHD

aguda (CHANG et al, 1999) e cronica (VISENTAINER ef al, 2002) apdés o
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transplante alogénico de medula, estudos realizados anteriormente ndo mostraram
omesmo (LIM et al., 1988; DeGAST ef al., 1992; van DER MEER et al., 1998). Para
aumentar a sensibilidade do teste, alguns autores t€ém sugerido modificacdes da
CML, como um aumento no tempo de incuba¢do e um aumento no nimero de
células respondedoras e estimuladoras que permitiriam a deteccdo de disparidades
HLA-DP (SELL e DAVID, 1990; PETERSDOREF et al., 1993). Outros tém proposto o
uso de citocinas exdgenas, para amplificar a resposta proliferativa ndo detectada na

CML (BISHARA et al., 1994).

A correlacdo entre a resposta em CML e a incidéncia de GVHD pode, em
parte, ser explicada pelo fato de que a proliferacdo celular observada na cultura é
resultante da producdo e secre¢do de uma série de citocinas, bem como a expressao
de receptores para as mesmas. Citocinas também estdo envolvidas nas respostas
imunoldgicas observadas, in vivo, nos episodios de rejeicdo e GVHD resultantes da

interacgdo de vdrias citocinas com capacidade de estimulag¢do ou inibicao mitua.

1.5. MECANISMOS IMUNOLOGICOS ENVOLVIDOS NA PATOGENESE
DA GVHD

A patogénese da GVHD aguda pode ser descrita em trés fases, nas quais
fagocitos mononucleares e outras células acessoOrias seriam as responsaveis pela
iniciacdo de uma rea¢do do enxerto contra o hospedeiro e pela subseqiiente lesdo
dos tecidos do hospedeiro apds complexa interacdo com citocinas. Estas fases estdo

esquematizadas na Figura 2, a seguir.
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Fase 1: regime de )
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TINF-a

i -1
Apoptose da célula-alve
{intestino/figado/pele)

IL-12

Células T do doador
(CD4 ou CD8)

Fase 2: ativacéo de células T do doador Fase 3: efetores inflamatorios

Adaptado de KRENGER et al., 1997

Figura 2. Patogénese da doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda em

transplantes de células progenitoras hematopoiéticas.

Na fase 1, o regime de condicionamento do paciente para receber o
enxerto leva a uma lesdao dos seus tecidos, incluindo a mucosa intestinal, figado e
outros tecidos, e induz a secrecdo de citocinas inflamatérias como TNF-a (do
inglés, Tumor Necrosis Factor-a), 1L-6 e IL-1. As conseqiiéncias da acdo destas
citocinas sdo o aumento na expressdo de antigenos CPH e de moléculas de adesao,
estimulando o reconhecimento dos antigenos de histocompatibilidade principais e
secunddrios do hospedeiro por células T maduras ap6s o transplante alogénico. Na
fase 2, a ativagdo de células do doador € caracterizada pela proliferacdo de células T
auxiliadoras do tipo 1 e secrecdo de IL-2 e IFN-y (Interferon-y). Estas citocinas
induzem a expansdo numérica das proprias células T, além da ativacdo e expansao

numérica de linfécitos T citotéxicos e de células NK. Durante a fase 3, as funcdes
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efetoras de fagdcitos mononucleares sao induzidas pela ac¢do direta de IFN-y e via
um sinal secunddrio, provido de lipopolissacarideos (LPS), liberados da mucosa
intestinal durante a fase 1. Os LPS podem subseqiientemente ativar linfécitos e
macrofagos associados a mucosa intestinal. Na pele, os LPS podem ainda estimular
queratinocitos, fibroblastos e macréfagos a produzirem citocinas. Todos estes
mecanismos podem resultar na amplificacdo da lesdo tecidual, promovendo uma
resposta inflamatéria, que junto com as células T citotéxicas e NK, levam a

destruicao de tecidos alvos no hospedeiro do transplante (FERRARA, 2000).

A patogénese da GVHD cronica é diferente da aguda. Ela pode ser
relacionada a alo-reatividade vista na GVHD aguda ou a uma disfuncdo na
reconstituicdo imune com geracdo de clones de células auto-reativas. Evidéncias
sugerem que esta sindrome seja mediada por linfécitos T do doador que
reconhecem diferencas alogénicas presentes nos antigenos secundarios (mHag) do
receptor e por linfocitos T que sdo primariamente auto-reativos e reconhecem
antigenos compartilhados pelas células do doador e receptor (FERRARA e DEEG,
1991). Estes linfécitos T ativados sdo capazes de levar a lise da célula alvo e a
producdo de citocinas. Interleucina-4 e IFN-y sdo produzidos por estas células e
podem ser a causa da disfuncdo imunoldgica associada com esta sindrome,
incluindo a producio de auto-anticorpos. O aumento na deposicdo de coldgeno na
pele tem sido associado ao estimulo da sua producdo por uma variedade de
citocinas, como IL-1, TNF-a, IL-4 e TGF-B1 (do inglés, Transforming Growth
Factor-pl) (FERRARA e DEEG, 1991). Mudancgas esclerodérmicas na pele e
imunossupressdo prolongada tém sido vistas durante a GVHD cronica e a citocina
TGF-B1 pode ser um importante mediador destes eventos, pois € capaz de estimular
a sintese de matriz extracelular, além de possuir um papel regulatério no sistema

imune (LETTERIO e ROBERTS, 1998).
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1.6. CITOCINAS

As citocinas s3o proteinas ou glicoproteinas secretadas que tém
importante papel na comunicacido celular e sdo elementos chave no controle da
resposta imune, pois regulam a magnitude e natureza destas respostas,
influenciando no crescimento e diferenciacdo de linfocitos. Elas exercem seus
efeitos pela interacdo com receptores de membrana celular, caracterizados como
glicoproteinas transmembranicas. Estes tém a capacidade de se ligarem as
citocinas e de transferir a informacdo destas ao citoplasma da célula via
componentes intracelulares. Como os receptores de citocinas tém distribui¢do
ampla em diversos tipos celulares, uma citocina pode atuar em todos os tipos de
células que possuem receptores para a mesma. Sendo, portanto, chamadas de

mediadores pleiotropicos (MEAGER, 1998).

O efeito de uma dada citocina serd governado pelo micro ambiente
tecidual e pelo tipo de célula portadora do respectivo receptor. Parametros, como
concentracdo da citocina e de seus receptores soluveis, presenca de outras
citocinas, funcionamento de vias intracelulares de sinalizacdo, a¢do de fatores de
transcricdo nuclear, inducdo da expressio de genes e sintese e secrecdo de
proteinas podem influenciar o efeito final. Na realidade, a atividade de uma
citocina reflete o contexto de uma célula em relacdo a diversos fatores, o que pode

resultar em efeitos sinérgicos ou antagonistas (MEAGER, 1998).

Recentemente, tem sido reconhecido que a producdo de algumas
citocinas estd sob controle genético. Polimorfismos localizados dentro de regides
codificadoras, introns ou regides promotoras de genes de citocinas podem afetar a
transcri¢cdo génica, causando variagdes interindividuais na producido de citocinas
(WILSON et al., 1997; TURNER et al., 1997a; AWAD et al.,1998; FISHMAN et al.,
1998; PRAVICA et al., 1999). Como estes polimorfismos segregam
independentemente, cada pessoa é um mosaico de fendtipos capazes de produzir
niveis elevados ou reduzidos de citocinas. Em termos gerais, um individuo pode ser
capaz de produzir niveis altos, intermedidrios e baixos de citocinas, de acordo com

a heranca de alelos. Polimorfismos de genes de citocinas tém sido associados ao
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desenvolvimento de rejeicdo de orgdos solidos (TURNER et al., 1997b; AWAD et
al., 1998; SANKARAN et al., 1999; HAHN et al.,, 2001; REVIRON et al., 2001;
POLI et al.,2001; GEORGE et al., 2001; FERNANDES et al.,2002) e GVHD ap6s o
transplante de células progenitoras hematopoiéticas (MIDDLETON, 1998; CAVET
et al., 1999; CAVET et al., 2001; LEFFELL et al., 2001; TAMBUR et al., 2001;
SOCIE et al., 2001; DICKINSON er al., 2001). A andlise de genétipos de citocinas
poderia determinar quais citocinas sdo de importancia (causal) no processo de
rejeicdo e/ou GVHD. Além disso, estes gendtipos poderiam ser usados como

indicadores progndsticos de rejeicao e/ ou GVHD e imunossupressao.

Vérios trabalhos tém demonstrado um aumento de citocinas com
funcdes inflamatorias e imunoestimuladoras e/ ou seus receptores (TNF-a, IL-1, IL-
6, IFN-y, sIL-2R e sIL-6R) no soro de pacientes com GVHD ou rejei¢do
(NIEDERWIESER et al., 1990; SYMINGTON et al., 1992; IMAMURA et al., 1994;
REMBERGER et al., 1995; LANGE et al., 1996; MIYAMOTO et al., 1996; TOREN et
al., 1996; KOBAYASHI et al., 1997; REMBERGER et al., 1997; ABDALLAH et al.,
1997; LIEM et al., 1998; GRIMM et al., 1998; FOLEY et al., 1998; CHANG et al.,
1999; KOBAYASHI et al., 1999; KAYABA
et al., 2000; MATHIAS et al.,2000; KAMI et al., 2000; NAKAMURA et al., 2000;
HUANG et al., 2001; NAGLER et al., 1995). Citocinas com funcgdes
imunorreguladoras (IL-4, IL-10 e TGF-f1) também tém sido associadas a estas
complicagdes (TANAKA
et al., 1997, REMBERGER et al., 1997, HEMPEL et al., 1997; LIEM et al., 1998;
BAKER et al., 1999; TAKATSUKA et al., 1999; LIEM et al., 1999; SAKATA et al.,
2001). Contudo, um balanco entre estas citocinas parece ser critico para o

desenvolvimento de GVHD (TANAKA et al., 1997; NIKOLIC ef al., 2000).

Técnicas de cultura mista de linfécitos mais sensiveis e a definicdo de
um perfil genético de producdo de citocinas, aliadas a genotipagem dos alelos HLA
classe 1 e II, bem como o seguimento da producdo de citocinas, no periodo pos-
condicionamento e poOs-transplante de medula Ossea, poderiam permitir um
melhor entendimento dos processos imunopatoldgicos envolvidos na rejei¢do e

GVHD. Estes ensaios laboratoriais poderiam fornecer ao clinico um indicativo em
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relacdo ao risco destas complicacdes e auxiliar na adequacdo da terapia

imunossupressora.
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2. OBJETIVOS
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Tendo em vista, que a rejeicdo do enxerto e a doenca do enxerto contra o
hospedeiro (GVHD) sao as principais complicacdes do transplante de células
progenitoras hematopoiéticas e que os métodos empregados para selecio de
doadores ndo sdo capazes de prever a ocorréncia destes eventos em receptores de

células HLA-compativeis, o presente trabalho teve os seguintes objetivos:
2.1. OBJETIVO GERAL

Propor procedimentos laboratoriais que, isoladamente ou em conjunto,
sejam Uuteis para prever a ocorréncia de rejeicdio ou GVHD em pacientes
submetidos ao transplante de células progenitoras hematopoiéticas de irmao HLA-
idéntico e que a0 mesmo tempo possam ser economicamente vidveis e de féacil e

rapida execucio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em uma populagdo de 118 pacientes transplantados no Centro de
Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas, no periodo
compreendido entre agosto de 1994 a fevereiro de 2002, o presente trabalho se

propoOs a:

2.2.1. Padronizar um método de cultura mista de linfécitos com emprego de

citocinas exdgenas e comparar a sua sensibilidade com o método classico;

2.2.2. Definir o polimorfismo dos alelos dos genes reguladores das citocinas

TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-B1entre receptores e doadores;

2.2.3. Avaliar o nivel sérico de sIL-2R, TNF-a, IFN-vy, IL-6, IL-10 e TGF-B1 dos
receptores nos periodos pré-condicionamento, pds-condicionamento e,

semanalmente, até 15 semanas pds-transplante;
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2.2.4. Avaliar a correlacdo dos itens anteriores com a incidéncia de rejeicdo do

enxerto e doencga do enxerto contra o hospedeiro.
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3.1. CASUISTICA
3.1.1. Elegibilidade

O presente trabalho incluiu pacientes com doencas hematoldgicas, que
receberam um primeiro transplante de células progenitoras hematopoiéticas no
Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas, no
periodo compreendido entre agosto de 1994 a fevereiro de 2002. Os pacientes
foram acompanhados clinicamente até setembro de 2002. Foram avaliados
somente o0s pacientes que receberam transplante alogénico de irmaos HLA-
idénticos e a selecdo destes pacientes seguiu o protocolo vigente por ocasido do

transplante.

A histocompatibilidade entre os irmaos foi definida pela tipagem dos
antigenos HLA classe I (HLA-A e -B) e classe II (HLA-DR e -DQ) por métodos
soroldgicos e pela técnica de cultura mista de linfécitos cldssica (CML) até outubro
de 1997. A partir desta data, a tipagem molecular dos alelos DRB1 e DQBI foi
introduzida e realizada pelo método de PCR-SSP (do inglés, Polymerase Cadeia

Reaction — Sequence Specific Primer).

Foram incluidos 118 pacientes com material biol6gico disponivel e
suficiente para as andlises. Destes, 85 pacientes (72,0%) eram do sexo masculino e
33 (28,0%) do sexo feminino, com mediana de idade de 30 anos (3 — 59). Oitenta e
dois pacientes (69,5%) receberam enxerto proveniente da medula 6ssea (MO) e 36
(30,5%) de células progenitoras do sangue periférico (CPP). Cinqiienta e quatro
pacientes (45,8%) eram portadores de leucemia mieldide cronica; 21 (17,8 %),
leucemia mieldide aguda; 10 (8,5%), leucemia linféide aguda; 21 (17,8 %), anemia
aplastica grave; 7 (5,9%), sindrome mielodisplastica; 2 (1,7%), mieloma multiplo; 1
(0,8%), leucemia mielomonocitica cronica; 1 (0,8%), hemoglobintria paroxistica
noturna e 1 (0,8%), anemia diseritropoiética congénita. Dos 118 doadores
estudados, 66 (55,9%) eram do sexo masculino e 52 (44,1%) do sexo feminino, com
mediana de idade de 30 anos (4 — 60). Receberam enxerto de doador do mesmo

sexo, 39,4% dos pacientes do sexo feminino e 54,1% dos pacientes do sexo
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masculino. As caracteristicas dos pacientes e doadores para o0s casos

acompanhados neste estudo estdo listadas na Tabela 1. Mais detalhes podem ser

vistos no ANEXO I.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes e doadores.

Numero de Pacientes e Doadores: 118
Idade (mediana): Pacientes 3 -59 anos (30)
Doadores 4 - 60 anos (30)
Sexo Doador/Paciente: F/M =39/85 (45,9%)

F/F=13/33 (39,4%)
M/M = 46/85 (54,1%)

M/F = 20/33 (60,6%)

Regime de Condicionamento: Bu + Cy =97 (82,2%)
Bu + Cy+ VP =2 (1,7%)
Cy=7(5,9%)

Cy + TBI = 12 (10,2%)

Primeiro transplante:

MO 82 (69,5%)
CPP 36 (30,5%)
Profilaxia da GVHD: MTX + CsA =109 (92,4%)

CsA=2 (1,7%)

CsA + cort =7 (5,9%)

Doencas malignas:
Doenca precoce: (LMC, 1* FC; LMA, 1* RC; LMA, 73 (61,9 %)
1* re; LLA, 1* RC)
Doenca avancgada: (LMC, FA/CB; LMA > I* re; 22 (18,6%)
LMA refrataria; LLA >2%)

Outras doencas malignas e ndo-malignas: (AA, 23 (19.5%)
HPN, SMD, MM, LMMC, ADC)

M, masculino; F, feminino; Bu, busulfan; Cy, ciclofosfamida; VP, etoposide; TBI, irradiacdo corporal

total; MO, medula éssea; CPP, células progenitoras do sangue periférico; MTX, metotrexato; CsA,
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ciclosporina; cort, corticosterdides; LMC, leucemia mieldide cronica; FC, fase cronica; LMA,
leucemia mieldide aguda; RC, remissdo completa; re, recaida; LLA, leucemia linféide aguda; FA/CB,
fase acelerada /crise bldstica; AA, anemia apldstica grave; HPN, hemoglobinidria paroxistica

noturna; SMD, sindrome mielodispldstica; MM, mieloma multiplo, LMMC, leucemia
mielomonocitica cronica; ADC, anemia diseritropoiética congénita.

Todos os pacientes foram avaliados em relacdo a incidéncia de GVHD
aguda e rejeicdo. A andlise da incidéncia de GVHD croénica s6 foi possivel entre 94

pacientes que sobreviveram mais que 100 dias apds o transplante.

O termo de consentimento informado foi obtido utilizando-se protocolos

e impressos de acordo com nossas regulamentacdes institucionais (ANEXO II).

3.2. METODOS
3.2.1. Tipagem dos Antigenos HLA por Sorologia

Células mononucleares de pacientes e doadores foram isoladas de
amostras de sangue coletadas com heparina, através de centrifugacdo por gradiente
de densidade usando Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals®, Uppsala,
Suécia; Wintrop Products Inc., New York, USA). A nuvem formada entre o plasma
e o gradiente foi aspirada cuidadosamente com pipeta Pasteur e transferida para
um tubo plastico de 15 mL. O volume foi completado com solucdo fisioldgica,
homogeneizado e lavado por centrifugacdo (1200 rpm/10 min.) a temperatura
ambiente, por duas vezes. Para os experimentos de microlinfocitotoxicidade, as
células foram ressuspensas em solucdo balanceada de Hanks (TC Hanks Solution,
Difco Laboratories®, Detroit, USA). A seguir, foi realizado um método para
obtencdo de suspensdes celulares enriquecidas de linfécitos T e B. O método
realizado baseia-se na incubacdo de células mononucleares em fibra de 1a de vidro
(Glass Fiber Filter Type A 257 mm, Trial Pack, Gelman Sciences Inc.®, Ann Arbon,
USA), onde 150,0 mg de fibra foram adicionados a tubos pldsticos contendo 10 mL
de solug¢do de Hanks com 5% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco Laboratories®,

Grand Island, USA) e incubados por 30 minutos, em banho-maria a 37°C. A seguir,
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foi introduzida no tubo uma vareta de madeira (com aproximadamente 2 mm de
didmetro e 14 cm de comprimento) e, por meio de movimentos circulares, a fibra
de vidro foi enrolada na mesma, de modo a formar um "cotonete". Um mL de
células mononucleares com concentracdo maxima de 20,0x10¢ células por mL em
solucdo de Hanks foi gotejado sobre o ‘“cotonete” e, este incubado, em posi¢cdo
horizontal, em cAmara imida, a 37°C, por 30 minutos. Apds a incubacio, a fibra de
vidro foi lavada, por gotejamento, com 20 mL de solucdo de Hanks com 5% de SBF,
aquecida a 37°C. Este procedimento resultou na liberacdo dos linfécitos T. A
seguir, o cotonete foi transferido para outro tubo contendo 10 mL de solucdo de
Hanks com 10% de SBF e, por meio de movimentos circulares foram liberados os
linfécitos B. Em seguida, ambas suspensOes foram lavadas e a concentragdo
ajustada para 2,0x10¢ por mL, em solucdo de Hanks. As suspensdes de células
enriquecidas com linfécitos T e B (2,0x10¢ células/ mL) foram entdo incubadas com
uma mistura de anticorpos aloimunes (Pel—Freez®, Brow Deer, WI, USA) e/ou
anticorpos monoclonais (One Lambda®, Canoga Park, CA, USA) especificos para os
antigenos HLA de classe I e de classe II, respectivamente, por 1 hora a 22°C junto
com o complemento. A proporcio (%) de células mortas foi avaliada pela
incorporac¢do de solucdo de azul tripan observada em microscépio 6ptico comum
com aumento de 150 vezes. A interpretacdo dos resultados obedeceu a um padréo
de reatividade de anticorpos previamente conhecido e disponibilizado pela

empresa fornecedora dos anti-soros.

3.2.2. Tipagem dos Alelos HLA-DRB1 e DQB1 por Técnicas de

Biologia Molecular

Basicamente, os procedimentos incluiram a extracio do DNA, sua
amplificacdo pelo método de PCR, sua deteccdo em gel de agarose e a interpretagdo

dos resultados.

O DNA foi extraido de amostras de sangue coletadas com EDTA pela

técnica de extragdo com o reagente DNAzol (Life Technologies®, Grand Island, NY,
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USA) ou com “Kits” de Isolamento de DNA (Gentra Systems®, Minneapolis, MN),
conforme ANEXOS III e IV, respectivamente.

A seguir, a tipagem genérica ou de baixa resolucdo dos alelos de classe 11
foi realizada utilizando-se a técnica de PCR-SSP (BIGNON et al., 1997), conforme
ANEXO V. O segundo éxon dos genes DRB1 e DQB1 foi amplificado com diferentes
combinacdes de “primers” especificos para a discriminac¢do dos diferentes alelos de
cada gene. O painel de “primers” e demais reagentes especificos utilizados foram
procedentes da Dynal (Dynal Ltd.®, Bromborough, Wirral, UK). As amplificacdes e
interpretacdes dos resultados foram realizadas de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

3.2.3. Cultura Mista de Linfocitos Classica (CML)

Técnicas de cultura mista de linfécitos unidirecionais foram realizadas
de acordo com a técnica padrdo, modificada por LIEBER (1990), em placas de
microcultura, estéreis, com 96 escavagdes de fundo redondo e com capacidade para
0,25 mL (Corning Incorporated, New York, USA). Os volumes foram dispensados
com auxilio de seringas Hamilton de 1,0 mL e 5,0 mL acopladas com dispensador
repetitivo PB600 e PB601 (Hamilton Co. Inc. Whittier®, Califérnia, USA), e

adaptadas para ponteiras descartdveis de 1,0 mL.

Células mononucleares do sangue periférico, obtidas esterilmente de
acordo com o método ja descrito, foram ressuspensas em meio RPMI-1640 (Gibco

Laboratories®

, Grand Island, USA) e divididas em duas amostras. Uma das
amostras foi reservada para atuar como células estimuladoras e a outra foi ajustada

a concentracdo de 1,0x10¢ por mL, para atuar como células respondedoras.

A suspensdo reservada para atuar como estimuladora foi submetida ao
tratamento com Mitomicina-C (Mitomicin C, Laborterdpica Bristol, Quimica e
Farmacéutica Ltda®, Sdo Paulo). Para isto, sua concentracao foi ajustada a 10,0x10°
células mononucleares por mL e 50,0 ug de Mitomicina-C foram adicionados por
mL de suspensido, a fim de bloquear a proliferacdo celular. As células foram, entao,

incubadas por 30 minutos em banho-maria 37°C, com homogeneizacdo a cada 10

Metodologia
69



minutos. Apds a incubacdo, foi adicionado igual volume de uma mistura de soros
inativados, de pelo menos 2 individuos normais, do sexo masculino, sem histéria
de transfusdes sangiiineas prévias (SN), completado o volume com solugdo
fisiolégica e as suspensdes celulares foram centrifugadas a 1200 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente. Estas suspensdes celulares, foram lavadas por
mais trés vezes em solucdo fisioldgica e a concentragdo ajustada para 1,0x10¢ por

mL de meio RPMI-1640, sem soro.

Foram misturados, nas escavagdes apropriadas da microplaca, 100 pL
da suspensdao de células respondedoras com 100 pL da suspensdo de células
tratadas com Mitomicina-C (células estimuladoras) e 20 pL. de SN. Foram incluidas
no experimento, células respondedoras e estimuladoras de pelo menos dois
individuos normais nao aparentados, além das células do paciente e do doador e

agrupadas em todas as combinagdes possiveis.

As placas tampadas foram mantidas por 7 dias em estufa idmida, a 37°C

com 5% de tensao de COs.

Dezoito horas antes do término da incubacao, foram adicionados a cada
escavacgdo da placa, 20 pL de solugdo de timidina triciada com 2,49x10!! Bq/ mmol
de atividade especifica (DuPont, New England Nuclear, Boston, USA),
adequadamente diluida em &4gua destilada. Ao final, as culturas foram coletadas
semi-automaticamente (Cell Harvest- Skatron Instruments, USA) em papel de fibra
de vidro (Millipore-AP 20-810, Millipore Ind. Brasileira®, Sdo Paulo, Brasil), por
meio de filtracdo a vacuo e lavadas com &dgua destilada (Harteman, 1972). Os
discos, correspondentes a cada escavacdo da placa, foram destacados e transferidos
para frascos de cintilacdo (Wheaton Disposable Scintillation Vials) contendo 2,0
mL de liquido de cintilacdo. Em seguida, cada frasco foi contado em Cintilador
Beckman-LS-100, durante um minuto. A sintese de DNA foi avaliada pela
contagem em cintilacdo liquida. Os resultados foram obtidos pela média aritmética
das triplicatas em contagem por minuto (cpm). Como em geral, o coeficiente de
variagdo ndo ultrapassou 15%, este ndo foi levado em consideracdo na expressao

dos resultados.

Metodologia
70



As respostas dos linfécitos do receptor as células do doador (RxDm) e do
doador as células do receptor (DxRm) foram avaliadas em relacdo as respostas
contra células de pelo menos dois individuos normais nao aparentados (Na), e
expressas como resposta relativa do doador (DRR) e do receptor (RRR) calculada

de acordo com as féormulas descritas a seguir:

(RxDm — RxRm)

RRR (J0) = -mmmmmmm oo o e e e
--- x 100
[ (RxNaym — RxRm) +(RxNa,m — RxXRm) + (RxNaym -RxRm) ]/ n
(DxRm — DxDm)
DRR (90) = =--mmmmmmmm s oo oo e e e
-- x 100

[ (DxNaym — DxDm) +(DxNa,m — DxDm) + (DxNaym -DxDm) ]/ n
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3.2.4. Cultura Mista de Linféocitos Potencializada com Citocinas
Exé6genas (CMLp)

Para evitar uma possivel influéncia da droga Mitomicina C, utilizada
para impedir a proliferacdo celular, nestes experimentos foi empregado o
tratamento por irradiacdo (4000 rads por 789 segundos), em aparelho Cisbio
International (IBL 437 C; CEDEX-France) para o preparo das células
estimuladoras. As concentracgdes das células respondedoras e estimuladoras, o
tempo de incubacdo e demais procedimentos foram os mesmos empregados na

cultura mista classica descrita anteriormente.

3.2.4.1. Pré-tratamento de Células Estimuladoras

Com o objetivo de aumentar a expressdo das moléculas de
histocompatibilidade, a suspensdo de células mononucleadas a ser utilizada como
célula estimuladora foi previamente incubada com IL-4 ou IFN-y (Gibco
Laboratories®, Grand Island, USA). Para se definir a concentracio mais adequada
de cada citocina, foram realizadas culturas preliminares empregando-se células de
6 pares de individuos normais nao aparentados, onde as células estimuladoras
foram incubadas com concentracdes de 1L-4 variando de 0,1 a 500 ng/mL e com
concentracdes de INF-y variando de 0,1 a 1000 ng/ mL. As células foram mantidas
por 24 horas, a 37°C, em atmosfera imida com 5% de CO,. Antes de ser submetida

a irradiacdo a suspensdo celular foi lavada por 3 vezes em meio de cultura RPMI

1640.

Os estudos preliminares mostraram que nenhuma das concentracgdes
causou um incremento considerdvel nas respostas das culturas. Assim, este método

ndo foi empregado na avaliacdo das respostas dos candidatos ao transplante.
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3.2.4.2. Suplementacdo do Meio de Cultura com Citocinas

Exégenas

Com a finalidade de aumentar a capacidade proliferativa de linfdcitos,
foram adicionadas ao meio as citocinas IL-2 ou IL-4 (Gibco Laboratories®, Grand

Island, USA), no periodo inicial da cultura.

As doses apropriadas das citocinas foram definidas previamente, num
ensaio de titulagdo empregando-se células de 6 pares de individuos normais néo
aparentados, onde as concentragdes de IL-2 variaram de 0,00001 a 100 ng/mL e

de IL-4 de 0,1a 500 ng/mL.

Com as melhores concentragdes definidas, 10 ng/mL, para IL-2 e 100
ng/ mL, para IL-4, foram realizados estudos das respostas em CMLp em 17 pares

doador-receptores dentre os 118, incluidos neste trabalho.

3.2.5. Tipagem dos Alelos de Genes Reguladores de Citocinas

Amostras de DNA de 109 receptores e 106 doadores de medula 6ssea,
dentre os 118 selecionados no estudo, foram disponibilizadas para a tipagem dos
alelos de citocinas. Os gend6tipos dos receptores e doadores de transplantes para os
polimorfismos TNF-o308, TFEN-y+874 TL-6-174, TL.-10-1082, -819, -592 ¢ TGF-[B1+869. +915
foram analisados por PCR-SSP, usando o “Kit” de genotipagem de citocinas (One
Lambda®, Canoga Park, CA, USA), conforme ANEXO VI. Todas as amplificacdes
foram realizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os produtos PCR
foram entdo visualizados por eletroforese em gel de agarose 2,5%. Os individuos
foram considerados bons ou maus produtores para estas citocinas, de acordo com

seus genotipos (Tabela 2).
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Tabela 2. Polimorfismos dos genes reguladores de citocinas associados com a

producdo de citocinas.

Alelo Genétipo Fenétipo associado

(produciao de citocina)

TNF-a (-308) G/G baixa
G/Aou A/A alta
IFN-y (+874) AlA baixa
T/ A intermedidria
T/T alta
C/C baixa
IL-6 (-174) G/GouG/C alta
IL-10 ACC/ ACC ou ACC/ ATA ou ATA/ ATA baixa
(-1082,-819,-592) GCC/ ACC ou GCC/ ATA intermedidria
GCC/GCC alta
TGF-f1 CG/CCou CC/CCou TC/TC ou TC/CC baixa
(+869, +915) TG/ CC ou CG/CG ou TG/ TC intermedidria
TG/ TG ou TG/ CG alta

3.2.6. Determinacao do Nivel de Citocinas Séricas em Pacientes

Transplantados

Empregando-se métodos imunoenzimdticos quantitativos (ELISA do
inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foram avaliados os niveis de sIL-
2R, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-B1 em amostras de soro de 13 pacientes,
dentre os 118 submetidos ao transplante, utilizando-se “Kits” comerciais
(BioSource®, Europe, Nivelles, Belgium). A metodologia utilizada seguiu as
recomendacdes do fabricante e estdo detalhadas nos ANEXOS VII, VIII, IX, X, XI e
XII. As concentracdes de cada citocina foram determinadas empregando-se a
equacdo da reta dos valores de referéncia que acompanhavam os “Kits”. Os limites
de deteccdo foram: 16 pg/mL para sIL-2R, 3 pg/mL para TNF-a, 4 pg/mL para
IFN-y, 2 pg/ mL para IL-6, 1 pg/ mL para IL-10 e 2 pg/ mL para TGF-1.
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As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas assepticamente,
por puncdo venosa, nos periodos pré-condicionamento, pds-condicionamento e,
semanalmente, até 15 semanas apds o transplante, ou até a morte do paciente ou
reinfusdo de células do doador, totalizando 172 avaliacdes. As amostras de soro
foram fracionadas até 2 horas apds a coleta, acondicionadas em frascos de

criopreservacdo e mantidas a —80°C até o momento do teste.

3.2.7. Procedimentos de Transplantacao

Todos os pacientes foram preparados para o transplante de acordo com
os protocolos apropriados para sua doenca. A medula 6ssea foi obtida dos doadores
por métodos padrdes (THOMAS, 1974) e as células progenitoras do sangue
periférico por aférese, conforme descrito por VIGORITO et al. (1998). O dia 0
(zero) para os pacientes foi definido como o dia da infusdo da medula ou das
células progenitoras do sangue periférico. Fatores de crescimento ndo foram
usados nos pacientes apds a transplantacdo. Um resumo do regime pré-
condicionamento e da profilaxia da GVHD € mostrado na Tabela 1. A medula dssea
e as células progenitoras periféricas foram analisadas para as células CD34+ e
subpopula¢des de células T por citometria de fluxo. Anticorpos monoclonais foram
obtidos da Becton Dickinson® Immunocytometry Systems (San Jose, CA, USA). A
“pega” de neutroéfilos foi considerada no primeiro de dois dias consecutivos de
contagem absoluta de neutréfilos >0,5x10°/L. A “pega” de plaquetas foi
considerada no primeiro de sete dias consecutivos com uma contagem de plaquetas
>20,0x10°/ L sem transfusdao de plaquetas. A “pega” foi também documentada por
aspiracdo da medula 6ssea, biopsia e citogenética. A classificacio da GVHD aguda e
cronica foi obtida seguindo os critérios de GLUCKSBERG (1974) e SHULMAN
(1980), respectivamente. Neste estudo, somente GVHD aguda de grau II ou maior

foi considerada como doenca de relevancia clinica.
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3.2.8. Suporte Clinico

O suporte clinico ao paciente foi provido em quartos equipados com
filtros HEPA. Transfusdes de células vermelhas e plaquetas irradiadas, assim como,
antibidticos de amplo espectro junto com agentes anti-flingicos, foram sempre
dados quando indicados. A administracdo de Ceftazidime foi iniciada tdo logo a
contagem de neutréfilos ficou abaixo de 0,5x10°/L e trocas de antibidticos foram
realizadas quando indicadas por culturas e curso clinico, mantendo o paciente com
antibidticos até a contagem de granuldcito alcancar 1,0x10°/ L. Todos os pacientes
receberam Ganciclovir (5 mg kg'! dia'! trés vezes por semana) apds a “pega” da
medula 6ssea como medida profildtica para a infec¢do por citomegalovirus até o dia
75 poés-transplante. Suporte nutricional, incluindo nutri¢cdo intravenosa total, foi

provido para assegurar um balanco nutricional adequado.

3.2.9. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram conduzidas usando-se o0s pacotes
estatisticos SPSS 10.0 e S-Plus 2000, para o programa Windows. O nivel de
significancia adotado foi de 5%, ou seja, todos os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

A influéncia das respostas em cultura mista de linfocitos cldssica e de
outros fatores na incidéncia de GVHD aguda e cronica foi averiguada numa andlise
multivariada de Cox (COX, 1972). Nesta anélise, o intervalo de confianca (IC) foi de
95%.

As comparacdes das respostas (cpm) obtidas em cultura mista de
linfécitos cldssica e potencializada pela adicdo de citocinas exdgenas foram

realizadas utilizando-se o método estatistico ndo-paramétrico de Willcoxon.

Para averiguar uma possivel influéncia da genotipagem de genes de

citocinas na ocorréncia de complicacdes pos-transplante, foi realizada uma andlise
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univariada de Cox. Os riscos relativos (RR) de complicacdes (GVHD aguda, GVHD
cronica e falha do enxertio mais rejeicdo) foram estimados com relacdo a
genotipagem de citocinas e outras varidveis que poderiam estar associadas a elas: a
idade e o sexo do paciente e doador, a fonte de células do enxerto (medula 6ssea ou
células progenitoras periféricas) e a situacdo da doenga no momento do
transplante. Os fatores associados ao risco destas complicacdes ao nivel de 20% de
significancia foram examinados pela andlise multivariada de Cox, com intervalo de
confianca (IC) de 95%. As curvas de incidéncia acumulada de GVHD crénica, nos
grupos de receptores e doadores classificados como baixos e altos produtores de IL-
6, foram obtidas pelo método de Kaplan-Meier (KAPLAN e MEIER, 1958) e
comparadas usando-se o teste de log-rank. Os pacientes foram censurados ao

tempo da morte ou reinfusdo de células do doador.

A comparacdo de varidveis continuas, como os niveis médios de
citocinas no soro detectados pelo método ELISA, entre o grupo que desenvolveu e
aquele que nao desenvolveu GVHD aguda, foi realizada por meio do teste T para
amostras independentes. Quando estes niveis foram comparados dentro de cada
grupo, em quatro periodos de tempo: pré-condicionamento, pds-condicionamento,
durante a “pega” e apds a “pega”, a andlise de variancia ANOVA e os testes de

comparacdo multipla de Tukey foram utilizados.
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4. RESULTADOS
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4.1. SEGUIMENTO CLINICO DOS PACIENTES

Os pacientes foram seguidos até setembro de 2002. A mediana do tempo
de seguimento apds o transplante foi de 363 dias (3 dias a 5,9 anos). Ao final do
seguimento, a casuistica mostrou que, dos 118 pacientes HLA-idénticos
transplantados, 16,1% desenvolveram GVHD aguda, com a seguinte distribuic¢do:
26,3% grau 11, 26,3% grau 11l e 47,4% grau IV. GVHD cronica foi observada em
45,7% dos pacientes: a forma limitada em 23,3% e a forma extensa em 76,7%. Além
disso, 14,3% dos pacientes com anemia apldstica grave como doenc¢a primadria e

14,5% com outras doencas apresentaram falha do enxertio ou rejeicao.

4.2. PADRONIZACAO DA CULTURA MISTA DE LINFOCITOS
POTENCIALIZADA COM CITOCINAS EXOGENAS

4.2.1. Titulacao de IL-4 e IFN-y Empregadas no Pré-tratamento das

Células Estimuladoras

Nestes experimentos, foram analisadas as respostas de linfocitos entre
seis pares de individuos normais nao aparentados. Os resultados foram analisados
empregando-se o indice calculado a partir das cpm obtidas em culturas utilizando
o pré-tratamento das células estimuladoras com IL-4 (cpm IL-4) ou com IFN-y
(cpm IFN-y), dividido pela cpm observada nas culturas cldssicas (cpm sem IL-4 ou

IFN-y).

A Figura 3 mostra os indices médios das respostas frente as diferentes
doses de IL-4 (a) e IFN-y (b) usadas para o pré-tratamento das células
estimuladoras. Os circulos abertos representam os indices obtidos nas culturas
autélogas e os circulos fechados representam os indices obtidos nas culturas
alogénicas. A pré-incubacdo de células estimuladoras com IL-4 ou IFN-y ndo
aumentou as respostas em culturas alogénicas. Além disso, com o aumento das

concentracdes de citocinas, as respostas autdlogas aumentaram de forma
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significativa. Conseqiientemente, estes procedimentos ndo foram empregados em

culturas entre pacientes e doadores de transplante de medula dssea.
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Figura 3. Dose-efeito da pré-incubaciao de células estimuladoras com IL-4 (a) ou
IFN-y (b) em ensaios de Cultura Mista de Linfécitos (CML) realizados
com seis pares de individuos ndo-aparentados. Os resultados sio
expressos pela média da cpm observada na presenca da citocina dividida

pela cpm observada no método de cultura cldssica. Circulos abertos
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representam CML autéloga e circulos fechados representam CML

alogénica.
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4.2.2. Titulaciao de IL-4 e IL-2 Utilizadas para Suplementacido do
Meio de Cultura

O tipo de andlise dos resultados e os pares de células utilizados neste
procedimento foram os mesmos descritos para o pré-tratamento de células

estimuladoras com IL-4 ou IFN-y.

A Figura 4 representa os indices médios das respostas autdlogas
(circulos abertos) e alogénicas (circulos fechados) frente a diferentes doses de 1L.-4

(a) e IL-2 (b) adicionadas no inicio da cultura.

A andlise dos resultados mostrou que, para IL-4, a melhor dose foi 100
ng/ ml, ou seja, a dose que induziu um incremento de 140% da resposta alogénica e

60% da resposta autéloga.

Para IL-2, a melhor dose foi 10 ng/ml, ocorrendo um aumento de 90%

nas respostas alogénicas e de 10 % nas autélogas.

Estas concentracdes foram empregadas para avaliar as respostas entre

doadores e receptores submetidos para o transplante.
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Figura 4. Dose-efeito da adi¢do de IL-4 (a) ou IL-2 (b) no inicio dos ensaios de

Cultura Mista de Linfécitos (CML) realizados com

individuos

ndo-aparentados. Os resultados sdo expressos pela média da cpm
observada na presenca da citocina dividida pela cpm observada no

método padrao. Circulos abertos representam CML autdloga e circulos

fechados representam CML alogénica.

seis pares de
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4.2.3. Resposta de Linfécitos do Doador frente as Células do
Receptor em Cultura Mista de Linfécitos Potencializada pela

Suplementacao do Meio de Cultura com IL-4 ou IL-2

Neste estudo, foram analisadas as respostas de linfécitos de 17 doadores
frente as células dos respectivos receptores (DxR), de individuos normais nao
aparentados (DxNa) e frente as proprias células (DxD). Como controle da
capacidade estimulatdéria das células do receptor, também foram incluidas as

respostas dos individuos nao aparentados as células do receptor (NaxR).

Além da potencializacio com a adi¢do de IL-4 ou IL-2, as culturas

também foram realizadas empregando-se o método cldssico.

Os niveis médios das respostas avaliadas em cpm estdo representados na
Figura 5. Quando comparadas ao método cldssico, as médias das respostas na
cultura potencializada aumentaram 2,0 vezes com 1L-4 (p<0,001) e 6,4 vezes com
IL-2 (p<0,001), para respostas autélogas do doador (DxD); 1,9 vezes com IL-4
(p<0,001) e 4,1 vezes com IL-2 (p<0,001), para respostas do doador versus
receptor (DxR); foi observado um aumento ndo significante com IL-4 e uma média
de 20% de inibi¢do de resposta com IL-2 (p<0,001) em respostas de culturas de
doadores versus ndo-aparentados (DxNa). Nenhuma das citocinas mostrou
diferencas significativas nas culturas de ndo-aparentados versus receptores

(NaxR).
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Figura 5. Efeito da adi¢do de citocinas em ensaios de Cultura Mista de Linfécitos
(CML) realizados com dezessete pares receptor-doadores HLA-idénticos,
selecionados para o transplante de medula 6ssea nas respostas de culturas
de Doador versus Doador, Doador versus Receptor, Doador versus Nao-
aparentado e Nao-aparentado versus Receptor.
expressos pela cpm média observada no método de cultura cldssica
(coluna branca), na presenca de IL-4 (coluna preta) ou na presenca de IL-

2 (coluna cinza). D = doador; R = receptor; Na = ndo-aparentado.

4.2.4. Resposta de Linfécitos do Receptor frente as Células do

Doador em Cultura Mista de Linfocitos Potencializada pela

Os resultados

Suplementacio do Meio de Cultura com IL-4 ou IL-2

As respostas dos linfécitos dos receptores, dos 17 casos selecionados
para este estudo, foram analisadas frente as células dos doadores (RxD) e frente as
proprias células (RxR). Como controle da capacidade de resposta das células do

receptor, foram incluidas culturas de células do receptor versus ndo aparentados

(RxNa).

Os niveis médios de respostas avaliadas em cpm estido representados na

Figura 6. Quando comparadas ao método padrdo, as amplificacdes médias na
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cultura potencializada foram de 3,6 vezes com IL-4 (p<0,001) e de 6,7 vezes com
IL-2 (p<0,001), em respostas autdlogas de receptores (RxR); 3,1 para IL-4
(p<0,002) e 4,5 para IL-2 (p<0,001), em respostas de culturas do receptor versus
doador (RxD); em culturas do receptor versus nao-aparentados (RxNA), houve
uma amplificacdo de respostas de 1,3 vezes, com IL-4 (p<0,005); verificou-se,

porém, uma média de 10% de inibi¢ao da resposta, usando IL-2 (p<0,03).
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Figura 6. Efeito da adicdo de citocinas em ensaios de Cultura Mista de Linfécitos
(CML) realizados com dezessete pares receptor-doadores HLA-idénticos,
selecionados para o transplante de medula dssea nas respostas de culturas
de Receptor versus Receptor, Receptor versus Doador e Receptor versus
Nao-aparentado. Os resultados sdo expressos pela cpm observada no
método de cultura cldssica (coluna branca), na presenca de IL-4 (coluna
preta) ou na presenca de IL-2 (coluna cinza). D = doador; R = receptor;

Na = ndo-aparentado.

4.3. POLIMORFISMO DOS GENES REGULADORES DE CITOCINAS

Resultados
86



Os genotipos de 109 receptores e 106 doadores de transplantes para os
polimorfismos TNF-o-308, IFN-y+874, TL-6-174, IL-10-1082, -819, -592 ¢ TGF-B1+869. +915

foram analisados por PCR-SSP e os resultados estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos polimorfismos de genes reguladores de citocinas em

receptores e doadores de medula 6ssea.

Fenétipo
Alelo Genétipo relativo  Recepto % Doador %
Identificado (producao r (n=106)
de (n=109)
citocinas)
TNF-q-308 G/G baixa 82 75,2 80 75,5
G/Aou A/ A alta 27 24,8 26 24,5
IFN-y+874 AlA baixa 33 30,3 35 33,0
T/ A intermedidri 60 55,0 56 52.8
a
T/T alta 16 14,7 15 14,2
IL-6-174 Cc/C baixa 5 4,6 9 8,5
G/Gou G/C alta 104 95,4 97 91,5
1L-10-1082.-819.-592 ACC/ ACC ou ACC/ ATA baixa 40 36,7 40 37,7
ou ATA/ ATA
GCC/ ACC ou GCC/ ATA intermediari 53 48,6 46 43,4
a
GCC/ GCC alta 16 14,7 20 18,9
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TGF-B1+869,+915 CG/CCou CC/CC ou baixa 6 5,5 7 6,6
TC/TC ou TC/CC

TG/CCou CG/CGou intermedidri 17 15,6 22 20,8
TG/ TC a
TG/ TG ou TG/ CG alta 86 78,9 77 72,6

De uma maneira geral, as distribuicdes dos fenétipos para todas as
citocinas analisadas foram semelhantes entre as duas populacdes estudadas.
Considerando-se a totalidade dos 215 individuos, pode-se constatar que a maioria é
portadora dos seguintes fenotipos: baixo produtor de TNF-a (75,3%), alto produtor
de IL-6 (93,5%) e alto produtor de TGF-B1 (75,8%). Em relacdo ao IFN-vy, os
fendtipos mais freqiientes foram: produtores intermedidrios (54,0%) e baixos

(31,6%). E, em relacdo a IL-10, os fendtipos mais freqiientes foram: produtores

intermediarios (46,0 %) e baixos (37,7%).

4.3.1. Compatibilidade Receptor-Doador em Relacio ao Fenétipo
Produtor de Citocinas e o0 Desenvolvimento de Complicacoes

Pés-Transplante

A anadlise da compatiblidade receptor-doador revelou total concordancia
para o fenétipo relativo ao TNF-a. Este fato ja era esperado, pois um dos critérios
de inclusdo dos pares no estudo era a compatibilidade total para os antigenos HLA
classe I e II. Como os alelos do gene de TNF-a estdo localizados no cromossomo 6,

proximos aos alelos do sistema HLA, eles sdo herdados em blocos.

Em relagdo aos fendtipos das demais citocinas, a compatibilidade total
entre receptor e doador foi observada em 69,1%, para IFN-y; 71,1%, para IL-6;
52,6%, para IL-10 e 56,7%, para TGF-B1, em 97 pares analisados.

A compatibilidade entre o receptor e doador para os genes reguladores
das citocinas nao interferiu na evolu¢do do transplante. As incidéncias de GVHD

aguda, GVHD cronica e falha do enxertio ou rejeicdo ndo foram diferentes nos
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receptores compartilhando os mesmos fendétipos dos doadores daqueles cujo

fenotipo diferia do doador, para todas as citocinas avaliadas.
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4.3.2. Perfil da Producao de Citocinas e o Desenvolvimento de

Complicacées Pés-Transplante

A Tabela 4 mostra a distribuicdo do perfil de producdo de citocinas entre
doadores e receptores de medula Ossea, de acordo com o desenvolvimento de
GVHD aguda, GVHD cronica e falha do enxertio mais rejei¢io. Nenhum destes
fenotipos (do doador ou do receptor) apresentou associacdo estatisticamente
significante ao risco aumentado de GVHD aguda e falha do enxertio mais rejeicao,
nos casos avaliados. Somente os fenétipos de baixa producao de IL-6 do receptor e
doador foram associados ao desenvolvimento de GVHD cronica. Resultados
referentes a outras varidveis incluidas na andlise ndo foram mostrados. A Figura 7
mostra as curvas de incidéncia acumulada de GVHD cronica em relacdo aos
fenétipos de producdo de IL-6 do receptor (a) e do doador (b), obtidas pelo método
de Kaplan-Meier e os valores de p resultantes da comparacdo destas incidéncias
pelo teste de log-rank. A andlise multivariada confirmou esta associa¢do. Nesta, os
fenétipos de baixo produtor de IL-6 do receptor (RR= 3,87; p=0,04) e doador
(RR= 6,64; p<0,001) e o uso de células progenitoras periféricas como enxerto
(RR= 3,67; p<0,001) foram associados de forma independente ao risco de GVHD

cronica.
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Tabela 4. Distribuiciao do perfil produtor de citocinas em receptores e doadores de
medula 6ssea, de acordo com o gendétipo, em pacientes com GVHD aguda, GVHD

cronica e falha do enxertio mais rejeicao.

Citocina Fenétipo GVHD aguda GVHD croénica Falha do
enxertio mais
rejeicao
produciao ausent present P ausent present P ausent present P
de e e e e e e
citocinas
TNF-a (R) baixa 67 15 NS 36 27 NS 70 12 NS
alta 24 3 12 12 23 4
TNF-oa (D) baixa 66 14 NS 35 27 NS 67 13 NS
alta 23 3 12 11 22 4
IFN-y (R) baixa 28 5 NS 16 10 NS 27 6 NS
intermediar 50 10 25 21 51 9
ia
alta 13 3 7 8 15 1
IFN-y (D) baixa 30 5 NS 15 12 NS 29 6 NS
intermediar 46 10 26 19 45 11
ia
alta 13 2 6 7 15 0
IL-6 (R) baixa 4 1 NS 1 3 0,04 5 0 NS
alta 87 17 47 36 88 16
IL-6 (D) baixa 8 1 NS 1 5 0,05 9 0 NS
alta 81 16 46 33 80 17
IL-10 (R) baixa 34 6 NS 18 16 NS 35 5 NS
intermediar 43 10 23 9 44 9
ia
alta 14 2 7 4 14 2
IL-10 (D) baixa 33 7 NS 15 15 NS 36 4 NS
intermediar 37 9 22 18 38 8
ia
alta 19 1 10 5 15 5
TGF-B1 baixa 6 0 NS 3 1 NS 6 0 NS
(R)
intermediar 13 4 4 9 15 2
ia
alta 72 14 41 29 72 14
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TGF-B1 baixa 7 0 NS 4 2 NS 5 2 NS
(D)
intermediar 17 5 10 8 21 1
ia
alta 65 12 33 28 63 14
Analise univariada de Cox.
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Figura 7. Incidéncia acumulada da doenca do enxerto contra o hospedeiro
(GVHD) crodnica, seguindo o transplante de células progenitoras
hematopoiéticas, em funcdo do gendtipo relativo a producdo de IL-6

do receptor (a) e do

Neste estudo foram avaliados os niveis séricos de sIL-2R, TNF-a, IFN-vy,
IL-6, IL-10 e TGF-B1 em amostras de soro de 13 dentre 118 pacientes que se
submeteram ao transplante. Para avaliar o efeito do tratamento utilizado no
condicionamento destes pacientes e a cinética da producdo apds o transplante, as
citocinas foram dosadas nos periodos pré-condicionamento, pds-condicionamento
e, semanalmente, até a 15* semana ap6s o transplante, ou até a morte do paciente

ou reinfusdo de células do doador.

Na fase pré-transplante, foi avaliada a influéncia da doenca
hematolégica de base e do desenvolvimento de GVHD aguda nos niveis de
citocinas. Enquanto que, na fase pds-transplante foi analisada a influéncia da

GVHD aguda e de infecgdes virais.
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Foram consideradas como GVHD aguda somente as manifestagcdes com
graus II a IV. Entre os 13 pacientes estudados, 5 desenvolveram GVHD aguda, 5

tiveram infec¢des virais e todos apresentaram infec¢des bacterianas.

O periodo de “pega” do enxerto ficou compreendido entre a 2% e 4?*
semana apos o transplante. As manifestacdes clinicas da GVHD aguda surgiram a

partir da terceira semana e da GVHD crdénica a partir da 14* semana.

4.4.1. Niveis de Citocinas nos Periodos Pré e Pos-Condicionamento

Durante a fase de pré-condicionamento, de todas as citocinas avaliadas,
apenas TGF-B1 mostrou diferenca estatisticamente significante (p<0,001), de
acordo com o tipo de doenca hematolégica. Entre 9 pacientes com leucemia
mieldide cronica ou aguda, o nivel médio de TGF-B1 foi 42,3 + 6,5 ng/mL e entre 4

pacientes com anemia apléstica grave foi 1,0 0,3 ng/ mL.

Em relacdo ao desenvolvimento de GVHD aguda, ndao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos em relacdo a todas as citocinas

avaliadas no periodo pré-condicionamento.

No periodo pds-condicionamento, os niveis médios de todas as citocinas
avaliadas nao foram diferentes quando comparados aos obtidos na fase pré-
condicionamento. Em apenas 2 pacientes foi observado aumento de TNF-a e IL-6,
todavia, este aumento ndo foi associado com o desenvolvimento de GVHD aguda

no periodo pds-transplante.

4.4.2. Niveis de Citocinas no Periodo P6s-Transplante

Na Tabela 5, estdo expressos os niveis médios de cada citocina durante

as 15 avaliagdes realizadas no periodo pds-transplante, do grupo constituido por 5
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pacientes que desenvolveram GVHD aguda e do grupo de 8 pacientes que nao

desenvolveram a doenca.

Tabela 5. Nivel sérico médio de citocinas no periodo compreendido entre a I* e a
15* semana pos-transplante de células progenitoras hematopoiéticas, em pacientes

com e sem desenvolvimento da doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVHD)

aguda.
Sem GVHD aguda Com GVHD aguda
N=8 N=5
Citocinas Média Desvio Média Desvio P
sIL-2R 541,1 pg/ml 173 pg/ml  776,4 pg/ml 65,5 pg/ml <0,01
TNF-a 70,2 pg/ml 10,9 pg/ ml 71,9 pg/ ml 9,8 pg/ ml NS
IFN-y 4,7 pg/ ml 1,5 pg/ ml 3,9 pg/ml 1,8 pg/ ml NS
IL-6 22,9 pg/ml 5,4 pg/ml 58,9 pg/ml 21,3 pg/ ml NS
IL-10 2,5 pg/ml 1,2 pg/ml 10,9 pg/ml 3,3 pg/ml <0,05
TGF-B1 13,2 ng/mL 1,4 ng/ mL 12,4 ng/ mL 1,9 ng/mL NS

Como pode ser observado na Tabela 5, entre todas as citocinas avaliadas,
somente o nivel sérico médio de sIL-2R e IL-10 apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos com e sem o desenvolvimento de
GVHD aguda no periodo pds-transplante (1° a 15* semana). Todavia, variacdes
temporais importantes também ocorreram com as demais citocinas. Assim, a

cinética de cada citocina serd comentada, separadamente, a seguir.

4.4.3. Cinética dos Niveis Séricos de Citocinas no Periodo Pés-

Transplante

Na Figura 8, estd representada a cinética dos niveis médios de cada
citocina observados em cada tempo estudado, incluindo os periodos pré e pos-

condicionamento. Os circulos fechados representam as médias das dosagens do
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grupo de pacientes que desenvolveu GVHD aguda e os circulos abertos

representam as médias das dosagens do grupo que ndao desenvolveu a doenca.
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Figura 8. Cinética dos niveis de sIL-2R (a), TNF-a (b), IFN-y (¢), IL-6 (d), IL-10
(e) e TGF-B1 (f) no soro de pacientes com GVHD aguda de graus Il a IV
(circulos fechados) e sem GVHD aguda (circulos abertos), nos periodos
pré-condicionamento (pré-C), pods-condicionamento (p6s-C) e pOs-

transplante.
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4.4.3.1. Cinética dos Niveis Séricos de sIL-2R

Ao analisar a figura 8-a, podemos observar que o aumento de sIL-2R
coincidiu com o periodo de “pega” do enxerto, isto é, entre a 2* e 4* semana,
quando a concentracdo de neutrdfilos e plaquetas periféricos atingiu niveis
aceitdveis pré-definidos (descritos em métodos) e com o periodo da manifestagdo
da doenca GVHD aguda, isto é, a partir da 3* semana, até a 12* semana péds-
transplante. Deve-se ressaltar que, uma vez detectada clinicamente a doenca, os
pacientes receberam doses adicionais de terapia imunossupressora, o que teria
contribuido para que os niveis de sIL-2R caissem em determinados periodos pds-
transplante. No entanto, estes niveis parecem aumentar novamente e podem
refletir a persisténcia da doenca em alguns individuos. A comparagdo entre os
niveis médios de sIL-2R, correspondentes ao periodo de manifestacdo de GVHD,
mostrou diferenca estatisticamente significante (p<0,01) entre o grupo que

desenvolveu a doenca (926,4 + 142,5 pg/mL) e o grupo sem manifestacdo da

doenca (496,5 £48,7 pg/mL).

A Figura 9 compara os niveis médios de sIL-2R dos grupos com e sem
GVHD aguda graus IT a IV, nos periodos pré e pds-condicionamento e nos periodos
de “pega” e pds-"pega” do enxerto. Ambos os grupos mostraram um incremento no
nivel de sIL-2R a partir da “pega” do enxerto, porém, este aumento foi
estatisticamente maior (p<0,01) no tempo de “pega” do enxerto no grupo que
desenvolveu GVHD aguda (1.165,0 £179,2 pg/mL) quando comparado com o grupo
que ndo desenvolveu a doencga (578,0 £47,2 pg/ mL).
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Figura 9. Niveis de sIL-2R no soro de 13 pacientes recebendo transplante de
células progenitoras hematopoiéticas, medidos em 4 periodos de tempo.
Os pacientes foram agrupados de acordo com a ocorréncia (circulos
fechados) ou auséncia (circulos abertos) de GVHD aguda de graus II a
IV. Os niveis de sIL-2R foram combinados para comparar as diferencas
em cada periodo de tempo. Em pacientes com GVHD aguda, houve
significantes diferencas, como segue: pré-condicionamento (pré-C) vs.
“pega” (p<0,01) e pés-condicionamento (pds-C) vs. “pega” (p<0,05). Em
pacientes sem GVHD aguda, houve significantes diferencas, como segue:
pré-condicionamento vs. “pega” (p<0,01), pds-condicionamento vs.
“pega” (p<0,05) e pré-condicionamento vs. pds-"pega” (p<0,01). Os
grupos com e sem GVHD aguda mostraram uma significante diferenca

dos niveis de sIL-2R no periodo de “pega” (p<0,05).
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4.4.3.2. Cinética dos Niveis Séricos de TNF-a

O seguimento dos pacientes no pds-transplante permitiu observar que,
embora picos de TNF-a tenham sido vistos em pacientes que desenvolveram
GVHD aguda e cronica e rejeicdo, eles ndo puderam ser associados especificamente
a GVHD aguda (Tabela 5). Além disso, os niveis de TNF-a, nos grupos com e sem
GVHD aguda, nao diferiram ao tempo da GVHD aguda, nem quando comparados
nos periodos de pré-condicionamento, pds-condicionamento, “pega” e pos-“pega”

do enxerto.

No entanto, a cinética dos niveis médios desta citocina, representada na
Figura 8-b, mostra que, entre a 2* e a 8* semana, os picos de TNF-a foram maiores
no grupo que desenvolveu a GVHD aguda, que naquele que ndo manifestou a
doenca (72,7 £ 2,6 pg/mL vs. 38,1 £ 1,7 pg/mL; p<0,01). Apds este periodo de
tempo, esta diferenca ndo se manteve, pois picos desta citocina também
apareceram no grupo sem a doenca, talvez devido aqueles pacientes que
desenvolveram GVHD cronica e rejeicdo. Realmente, as médias dos niveis de TNF-
o no poés-transplante foram maiores nos individuos que desenvolveram
complicacdes pds-transplante (GVHD aguda e cronica e rejeicdo) que naqueles que

ndo desenvolveram (88,9 £ 10,9 vs. 37,5 £3,4; p<0,001).

4.4.3.3. Cinética dos Niveis Séricos de INF-y

Os niveis médios de IFN-y ndao diferiram entre os grupos com e sem
GVHD aguda conforme mostra a Tabela 5. Além disso, as andlises estatisticas
mostraram que os niveis de IFN-y ndo foram diferentes entre os grupos ao tempo
da GVHD aguda e nem quando os periodos de pré-condicionamento, p4s-

condicionamento, “pega” e pds-"pega” do enxerto foram analisados.

A cinética dos niveis médios desta citocina, avaliada nos grupos com e

sem manifestacdo de GVHD aguda, estd representada na Figura 8-c.
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4.4.3.4. Cinética dos Niveis Séricos de IL-6

Os niveis de IL-6 em individuos que desenvolveram GVHD aguda e
naqueles sem a doenca ndo foram estatisticamente diferentes, apesar da maior
média ter sido observada no grupo com a doenca (Tabela 5). Contudo, a cinética
desta citocina
(Figura 8-d) nos revela alguns picos em determinados momentos apds o
transplante. Numa andlise individual dos pacientes, também foi observado um
aumento de IL-6 em alguns pacientes no momento da manifestacdo de crises de
GVHD cronica e de rejeicdo. Todavia, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente

significante entre os pacientes com e sem manifestacdo destas complicacgdes.

Quando a anélise levou em consideragcdo os quatro periodos de tempos
(pré-condicionamento, pds-condicionamento, “pega” e pds-"pega”) ou o tempo da

manifestacdo da GVHD aguda, também nenhuma associa¢do pode ser observada.

4.4.3.5. Cinética dos Niveis Séricos de IL-10

A andlise estatistica mostrou diferenca significante (p<0,05) nas médias
obtidas durante o periodo pds-transplante. Os niveis médios observados foram 10,9
+ 3,3 pg/mL para o grupo com GVHD aguda e 2,5+ 1,2 pg/ mL para o o grupo sem a
doenca. Esta diferenca estatistica ndo se manteve ao se restringir a andlise aos
periodos pré-condicionamento, pds-condicionamento, “pega” e poés-"pega” do
enxerto, ao periodo de manifestacio da GVHD aguda e nem mesmo com as
ocorréncias de GVHD cronica ou rejei¢do. Todavia, deve-se ressaltar que no grupo
com GVHD aguda, 3 pacientes que morreram precocemente apresentaram
aumento de IL-10 ao tempo da GVHD aguda. Um deles morreu com GVHD aguda e
falha multipla de 6rgdos, outro com GVHD aguda e infeccdo viral e outro com
GVHD grave (grau IV). Dois pacientes que ndo mostraram um aumento destes
niveis se mantiveram vivos, pelo menos até a elaboracdo deste relatério. Somente
um paciente morreu com GVHD aguda e falha multipla de 6rgidos sem mudancas

nos niveis de IL-10. A cinética dos niveis médios de IL-10 dos grupos com e sem
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manifestacdo de GVHD aguda estd representada na Figura 8-e. Nesta, podem ser
observados picos de IL-10 em virios momentos pds-transplante no grupo com

GVHD aguda, inclusive muitas vezes coincidentes com os picos de sIL-2R.
4.4.3.6. Cinética dos Niveis Séricos de TGF-B1

Na Figura 8-f estd representada a cinética dos niveis médios de TGF-f1

avaliada nos grupos com e sem manifestacdio de GVHD aguda.

A comparacgdo das médias dos niveis relativos ao periodo de 15 semanas
p6s-transplante ndo mostrou diferenca estatisticamente significante entre os dois
grupos
(Tabela 5). Porém, se forem considerados os periodos compreendidos entre a 2* e a
8* semana e entre a 9* e a 15" semana, podemos observar que os niveis de TGF-1

se apresentaram de maneira distinta e antagdnica entre os dois grupos.

O nivel de TGF-B1 diminuiu drasticamente apds o transplante e comecou
a aumentar apés a 3* semana em todos os pacientes. E interessante destacar que,
no grupo de pacientes que nao desenvolveu GVHD, a recuperacido dos niveis foi
mais lenta e, até o fim do periodo de estudo, se mostrou bem préxima dos
parametros observados no pré-condicionamento. J4, no grupo que desenvolveu
GVHD aguda, a recuperacdo foi mais rdpida e o pico maximo coincidiu com a
“pega” do enxerto e com os picos de sIL-2R, precedendo a GVHD aguda. Todavia,
nestes pacientes, o nivel de TGF-B1 voltou a cair a partir da 9* semana e se manteve

assim, até o fim do estudo.

A comparagdo das médias dos niveis de TGF-1 nos grupos com (17,0 £
24 mg/mL) e sem (10,3 £ 1,8 ng/mL) GVHD aguda, relativas ao periodo
compreendido entre a 1* e 8* semana e aquelas observadas nos grupos com (7,1 £
1,3 ng/mL) e sem (16,5 = 1,7 ng/mL) GVHD aguda, entre a 9 e 15 semana

mostrou diferencas estatisticamente significantes, em ambos os periodos de tempo

(p<0,05).

Resultados

102



4.5. NIVEIS DE CITOCINAS EM PACIENTES COM INFECCOES
BACTERIANAS E VIRAIS SEGUINDO O TRANSPLANTE
ALOGENICO

Como todos os pacientes desenvolveram infec¢des bacterianas seguindo
o transplante, ndo foi possivel verificar se havia uma correlagdo entre os niveis de

citocinas e as manifestacdes destas infecgdes.

Contudo, a média dos niveis de IFN-y foi significativamente maior em
pacientes que apresentaram infecc¢des virais, comparada a média naqueles sem a
infeccdo (8,8 £ 2,7 pg/mlvs. 1,5 + 0,6 pg/ml; p= 0,01). Outras citocinas nao foram

associadas com infec¢des neste estudo.
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Este estudo nasceu da necessidade de desenvolver técnicas laboratoriais
capazes de prever reagdes de rejeicdo e/ou GVHD, complicacdes ainda comuns
ap6s o transplante de medula 6ssea alogénico. A compatibilidade dos principais
antigenos de histocompatibilidade do sistema HLA, entre os irmaos que realizam o
transplante, muitas vezes ndo € suficiente para evitar essas complicacdes graves.
Disparidades nos antigenos de histocompatibilidade secunddrios HA-1 podem
também estar envolvidas no desenvolvimento de GVHD (GOULMY et al., 1996;
TSENG et al, 1999). Outra possibilidade é que mecanismos de tolerdncia
imunoldgica pos-transplante, incluindo mecanismos supressores, possam

influenciar o desenvolvimento de GVHD (TSOI et al., 1981).

5.1. AVALTIACAO DA TECNICA DE CULTURA MISTA DE LINFOCITOS
POTENCIALIZADA PELO USO DE CITOCINAS EXOGENAS

Uma das técnicas utilizadas na rotina de investigacdo de
compatibilidade entre o doador e o receptor € a cultura mista de linfécitos (CML), a
qual permite a avaliacdo da capacidade estimulatéria de produtos de genes classe
IT. Com o advento de técnicas de biologia molecular para tipagem destes alelos de
classe II, o teste de CML cladssico tem sido abandonado. Embora, em nossa analise,
as respostas em CML cldssica puderam ser associadas ao desenvolvimento de
GVHD crénica (VISENTAINER et al., 2002), sua utilidade para prever GVHD
aguda em transplantes entre irmaos HLA-idénticos tem sido questionada (LIM et
al., 1988; van DER MEER et al., 1998). Em nosso estudo, o risco relativo (RR) de
desenvolver GVHD cronica foi de 2,5 para pacientes com resposta relativa do
doador (DRR) na CML maior que 4,5%. A falta de correlagdo entre as respostas em
CML cléssica e o desenvolvimento de GVHD aguda poderia em parte ser explicada

pela falta de sensibilidade deste teste.

Alguns autores reportaram que o pré-tratamento de células
estimuladoras com
IL-4 e IFN-y resultou em CML positiva entre pares de pacientes e doadores
HLA-1dénticos (BISHARA ef al., 1994). Na comparacdo com o método classico de

CML, em nossos testes preliminares, o emprego destas citocinas nao conseguiu
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melhorar as respostas. Esta discrepancia poderia ser parcialmente explicada pelo
fato de que, em nossos experimentos, os individuos eram normais e também nao-
aparentados. Entdo, é possivel que antigenos do CPH estivessem jd expressos em
alta concentracdo. Apesar disso, o indice de estimula¢cdo costuma ser maior entre
pessoas ndo-aparentadas que entre pessoas aparentadas e, portanto, o uso de
citocinas exdgenas nao faria diferenca. Embora IFN-y tenha sido descrito como um
bom indutor de antigenos de histocompatibilidade de classe I, seu papel, com
relacdo aos de classe II, é controverso. Alguns autores descreveram que IFN-v,
sozinho, ndo estimula a expressdo destes antigenos em algumas linhagens de

células T (GERRARD et al.,, 1988). Entdo, o sinergismo entre IFN-y e outras

citocinas poderia ser necessario para obter este efeito.

Apesar do aumento das respostas autélogas, a suplementacdo do meio
de cultura com IL-4 ou IL-2 pareceu ser mais promissora. Entdo, para os pares
receptor-doadores de medula 6ssea, foi decidido usar as doses de 100 ng/mL e 10
ng/ mL, respectivamente para IL-4 e IL-2, com as quais foi encontrado um aumento

das respostas alogénicas com um minimo de interferéncia nas autdlogas.

Nas culturas de células de pacientes e doadores, IL-2 aumentou mais as
respostas autdlogas que as alogénicas. Outros autores também obtiveram aumento
da resposta autdloga com a adi¢do de IL-2 humana as culturas (BISHARA et al.,
1994). A expressdo do receptor de IL-2 costuma variar de acordo com o estdgio de
ativacdo da célula: células ndo ativadas expressam diferentes receptores de IL-2
quando comparadas a forma ativada, e IL-2, por si préprio, interfere na mudanca
da forma do receptor (PEROLA et al., 2000). Embora esta mudanca costume ser
dirigida pelo antigeno, foi observada uma proliferacdo celular na auséncia de
células alogénicas em nossos experimentos. Conseqiientemente, outros estimulos
devem estar presentes. Uma origem provavel destes antigenos pode ter sido o soro
usado para suplementar o meio de cultura. De fato, em nossa prévia experiéncia
laboratorial, usando soro bovino fetal, o nivel de proliferacio de respostas
autdlogas foi maior. Por outro lado, n6s também comentamos que as respostas

entre individuos normais nao-aparentados nao foram afetadas pela adicdo de 1L-4

Discussdo

104



ou IL-2, provavelmente porque o estimulo foi forte o suficiente para induzir a
resposta maxima em CML e o efeito do soro foi mascarado. Na verdade, em varios
casos, os niveis de cpm foram menores quando IL-2 foi adicionada a cultura. Sabe-
se que a estimulacdo cronica de células T leva a liberacdo de receptores de IL-2 e
estes podem se ligar a IL-2 livre, prevenindo sua interacdo com as células. A
propria IL-2 parece estar envolvida nesta liberacdo de receptores (DEGIANNIS et
al., 1991). Além disso, a producdo de vdrias citocinas, normalmente, acontece in
vitro e algumas delas poderiam prevenir a proliferacdo celular (DANZER et al.,
1994). Altas doses de IL-2 e o longo periodo de incubacdo poderiam induzir a
liberacdo de receptores de IL-2 e antagonistas de citocinas. Estes eventos poderiam
explicar as baixas respostas quando comparadas as das culturas cldssicas, nas quais

a quantidade de I1L-2 € limitada pela producgdo in vitro.

Dentre os quatro ensaios propostos aqui, para aumentar a sensibilidade
da CML, a suplementacdo do meio com IL-4 trouxe o melhor resultado, uma vez
que células dos pacientes e doadores tiveram maior proliferacio que no método
padrdo, frente a maioria das células estimuladoras. Outros autores também
relataram resultados semelhantes (BISHARA er al.,, 1994). E, apesar de IL-4
também ter aumentado as respostas autdlogas, isso ocorreu de uma forma menos

intensa, em relacgdo a IL-2.

No entanto, com esta perda de especificidade, concluiu-se que a CMLp
ndo trouxe vantagens adicionais ao método cldssico, nem mesmo com a adicdo de

IL-4, pelo menos em casos de doadores aparentados.

5.2. CORRELACAO DOS POLIMORFISMOS DE GENES REGULAD ORES
DE CITOCINAS COM O DESENVOLVIMENTO DE REACOES DE
REJEICAO E GVHD

Prévios estudos tém elucidado e analisado polimorfismos em regides
reguladoras de genes de citocinas inflamatdrias e antiinflamatdrias e tém mostrado

ou confirmado a correlacdo entre diferencas na seqiiéncia de genes e a expressao
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fenotipica (WILSON et al., 1997; TURNER et al., 1997a; AWAD et al.,1998;
FISHMAN et al., 1998; PRAVICA et al., 1999). Além disso, estes polimorfismos tém
sido associados ao desenvolvimento de rejeicio pds-transplante de 6rgaos soélidos
(TURNER et al., 1997b; AWAD et al., 1998; SANKARAN et al., 1999; HAHN et al.,
2001; REVIRON et al., 2001; POLI et al, 2001; GEORGE et al., 2001;
FERNANDES et al.,, 2002) e GVHD apé6s o transplante de células progenitoras
hematopoiéticas (MIDDLETON et al., 1998; CAVET et al., 1999; CAVET et al.,
2001; LEFFELL et al, 2001; TAMBUR e al, 2001; SOCIE
et al.,2001; DICKINSON et al., 2001).

No presente estudo, as andlises dos polimorfismos de genes reguladores
de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-B1 e de sua possivel influéncia no curso clinico
pos-transplante de células progenitoras hematopoiéticas demonstraram que, o
genoétipo de IL-6, correspondente a baixa produc¢do desta citocina, foi associado
com uma maior incidéncia de GVHD cronica. Enquanto, nenhum dos
polimorfismos estudados pdde ser associado com a ocorréncia de GVHD aguda ou

falha do enxertio mais rejeicao.

Alguns autores tém relatado correlagdes do gendtipo de TNF-o308,
referente a alta producdo de TNF-a, com o risco aumentado de GVHD aguda em
transplantes de medula (TAKAHASHI er al., 2000). No entanto, os resultados
obtidos neste e em outros estudos mostraram que o polimorfismo TNF-a39% ndo
havia influenciado na incidéncia de GVHD (MIDDLETON et al., 1998; TAMBUR et
al., 2001; SOCIE et al., 2001 e LEFFEL et al., 200 1). Uma explicagdo para esta falta
de associacdo poderia ser o fato que, o tratamento com ciclosporina, usada na
profilaxia da GVHD, removeria a resposta de alta producdao de TNF-a vista em
individuos com o gendétipo TNF-a308 de alto produtor, possivelmente devido a
interrup¢do da regulacdo da transcricdo de TNF-o em células T e macréfagos

(SCHREIBER et al., 1992; McCAFFREY et al., 1994).

O polimorfismo IFN-y*874 no intron 1tem sido associado aos niveis de
producdo desta citocina (PRAVICA et al., 1999). CAVET et al. (2001) descreveram

um aumento na incidéncia das formas mais graves de GVHD aguda em pacientes
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com o genétipo de IFN-y+874 responsdvel pela producdo de niveis altos desta
citocina. No entanto, a falta de correlacdo destes gendtipos com a ocorréncia de
GVHD aguda foi relatada por SOCIE er al. (2001) e confirmada neste presente

estudo.

Estudos dos polimorfismos de IL-10-1082-819-592" o5 quais t&m sido
correlacionados com os niveis de producdo de IL-10, tém mostrado resultados
contraditérios. Em transplantes de células progenitoras hematopoiéticas, entre
irmaos HLA compativeis, alguns autores mostraram um risco aumentado de GVHD
aguda em receptores com gendtipos referentes a baixa producdo de IL-10
(MIDDLETON et al., 1998; CAVET et al., 1999), enquanto outros relacionaram o
genoétipo referente a alta producdo de IL-10 ao risco aumentado de GVHD aguda
(SOCIE et al., 2001) ou cronica (TAKAHASHI et al., 2000). No presente estudo,
nenhuma correlacdo entre estes gen6tipos e o desenvolvimento de GVHD aguda ou
cronica pode ser estabelecida, em concordancia com estudos recentes de TAMBUR

et al. (2001) e LEFFEL et al. (2001).

TGF-B1 € uma citocina multifuncional que controla a proliferacdo e
diferenciacdo de muitos tipos de células. Esta citocina estd também envolvida na
producdo de matriz extracelular e de coldgeno, conseqiientemente, ela tem sido
implicada no desenvolvimento de fibrose em tecidos transplantados (AWAD et al.,
1998). Polimorfismos do gene TGF-B1 nas posi¢cdes +869 e +915 tém sido
associados com a producdo desta citocina (AWAD et al., 1998). O polimorfismo na
posicio +869 representa uma troca de um residuo de aminodcido leucina por
prolina no codon 10, enquanto o polimorfismo na posi¢do +915 representa uma
troca de um residuo de aminodcido arginina por prolina no codon 25. A literatura
ainda tem mostrado resultados conflitantes entre estes polimorfismos e a
ocorréncia de GVHD em transplantes alogénicos de medula. Alguns autores
observaram associacdo entre uma alta expressio de TGF-f1 e GVHD aguda
(LEFFELL et al., 2001). Outros relataram que 92% dos individuos com alta
capacidade de expressdo desta citocina ndo desenvolveram a doenca, enquanto

somente 25% dos pacientes com GVHD tinham esta habilidade (TAMBUR et al.,
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2001). Entretanto, no presente estudo, ndo foi possivel mostrar uma correlacdo

genética do polimorfismo desta citocina com a ocorréncia de GVHD ou rejeigdo.

CAVET et al. (2001) demonstraram que, receptores com genotipo
referente a producio intermedidria de IL-6 apresentavam uma forte tendéncia ao
desenvolvimento de GVHD aguda, enquanto receptores e doadores com genoétipo
de alta producdo tinham uma maior incidéncia de GVHD croénica. Neste mesmo
ano, SOCIE et al. (2001) relataram que o gendtipo, correspondente a alta producido
de IL-6, foi associado com a incidéncia aumentada de GVHD cronica, mas nédo de
GVHD aguda. Nossos resultados foram contraditérios a estes estudos, pois o
gendtipo IL-6-174CC do doador e receptor, referente a baixa produgao de IL-6, foi

associado ao desenvolvimento de GVHD crénica no grupo de pacientes avaliados.

Todavia, é importante ressaltar que, em transplantes renais, o genétipo
IL-6-174CC de doadores foi identificado como um fator de risco para a ocorréncia de
rejeicdo (MARSHAL et al., 2001) e foi associado ao risco aumentado de perda do
enxerto (MULLER-STEINHARDT et al., 2002).

Interleucina-6 é uma citocina pleiotrépica com um papel central na
defesa imunoldgica. Embora, inicialmente, ela tenha sido descrita como uma
citocina
pro-inflamatdria, recentemente, tem sido reconhecido que ela possui propriedades
antiinflamatoérias e imunossupressoras adicionais (TILG et al., 1997). O papel de
IL-6 na diferenciacdo de linfécitos-T auxiliadores tem sido discutido (DIEHL e
RINCON, 2002) e poderia esclarecer a sua participacdo nos mecanismos

imunoldgicos envolvidos na patogénese da GVHD cronica.

Embora uma correlagdo da habilidade genética de produzir baixos niveis
de IL-6 com GVHD cronica tenha sido encontrada neste estudo, ela deve ser
melhor investigada, j& que o numero de individuos com esta habilidade € muito

pequeno na populacio deste estudo (6,5%).

A variacdo individual da resposta imune a transplantes é, pelo menos em

parte, devido a variagcdo genética na regulacdo da expressdo dos genes de citocinas.
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Contudo, as interpretacdes destas correlagdes devem ser cuidadosas, pois cada
individuo pode ser caracterizado como alto ou baixo produtor de uma determinada
citocina, independentemente de outra. E, dependendo de certas combinac¢des de
genes de citocinas, as respostas a transplantes podem variar entre os individuos. E
provdvel que um unico polimorfismo ndo afete significativamente o curso do
transplante sozinho, mas particulares combinac¢des podem ser mais importantes. E,
a alta producdo de uma citocina

pro-inflamatéria pode ser contrabalancada pela alta produ¢do de uma citocina

antiinflamatoria.

Além disso, outros fatores intrinsecos e extrinsecos do individuo
também podem influenciar nesta resposta, como a idade e o sexo do receptor e
doador, tipo de enxerto, profilaxia da GVHD, condicionamento pré-transplante,
fase da doenca ao transplante e outros. Além disso, € preciso levar em consideracdo
o tipo de tecido onde estas reacdes acontecem, pois um determinado tecido pode
ser mais sensivel a resposta humoral e outro a celular, as quais estdo sob influéncia
de diferentes citocinas. Embora, a sintese de citocinas possa estar sob controle
genético, uma desregulacdo na producdo de citocinas pode gerar conseqiiéncias
patoldgicas graves, como € o caso dos transplantes de medula ¢ssea. Entdo, embora
a habilidade genética de producdo de uma citocina possa influenciar no curso do
transplante, outros fatores capazes de alterar esta producdo podem ser mais

importantes em determinar a ocorréncia de GVHD e/ ou rejei¢do.

Certamente, o uso de perfis de gendtipos de citocinas para guiar a
imunossupressdo ainda requer extensas pesquisas, mesmo em transplantes de rim
e coracdo, onde certos gendtipos parecem prever quais pacientes estariam mais
aptos a desenvolver episédios de rejeicio aguda. Contudo, a determinacdo do
gendtipo de citocinas pode ser realizada em andlises retrospectivas. A metodologia
é simples para qualquer laboratério de tipagem HLA realizar em paralelo com
outros testes de histocompatibilidade e poderia fazer parte da rotina em muitos

centros de transplante. Finalmente, estes resultados poderiam fazer parte de um
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estudo multicéntrico envolvendo pacientes e doadores de diversas regides

brasileiras.

A associac¢do de diferentes alelos de citocinas com a GVHD néao tem sido
extensivamente investigada, principalmente no Brasil. Desta forma, este estudo
necessita ser confirmado independentemente em outras populacdes. Além disso,
outras associacdes alélicas com GVHD detectadas em outros estudos poderiam ser

pesquisadas no Brasil.

5.3. CORRELACAO DOS NIVEIS SERICOS DE CITOCINAS COM O
DESENVOLVIMENTO DE GVHD AGUDA EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS

As nossas andlises demonstraram que a quantificacdo de citocinas no
periodo pré e pos-condicionamento nao foi ttil para a previsdo do desenvolvimento

de GVHD aguda.

Contudo, em pacientes que desenvolveram GVHD aguda, as
concentracdes séricas médias pos-transplante de sIL-2R e IL-10 foram maiores que

aquelas observadas no grupo que nao desenvolveu a doenca.

Niveis séricos elevados de sIL-2R tém sido reportados em individuos
com GVHD aguda apds transplante alogénico por vdrios pesquisadores
(MIYAMOTO et al., 1996; KOBAYASHI et al., 1997; GRIMM et al., 1998; FOLEY et
al., 1998; KOBAYASHI et al., 1999; CHANG et al., 1999; MATHIAS et al., 2000;
KAMI et al., 2000; NAKAMURA et al., 2000). Além disso, anticorpos monoclonais
anti-IL-2R tém mostrado eficiéncia no tratamento da GVHD aguda em humanos
(CUTHBERT et al., 1992; OZSAHIN et al., 1998). No presente estudo, os niveis de
sIL-2R no periodo de “pega” do enxerto foram melhor associados ao
desenvolvimento de GVHD aguda e estio de acordo com prévios estudos
(MIYAMOTO et al., 1996; FOLEY et al., 1998; KOBAYASHI et al., 1999). Segundo
KOBAYASHI et al. (1999), este fendmeno pode ser devido a administracao de G-
CSF (do inglés: granulocyte colony-stimulating factor), o qual pareceu estimular a

liberacdo de sIL-2R por ativacdo direta ou mediada indiretamente via células
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respondedoras. Contudo, neste estudo, fatores de crescimento nao foram usados
apOs a transplantacdo no grupo de pacientes. Desta forma, outros fatores podem
ser responsdveis pela liberacdo de sIL-2R no soro, normalmente infec¢des durante
o periodo granulocitopénico (FOLEY et al., 1998), sindrome da “pega” (SPITZER,
2001) e ativagdo imune durante a GVHD aguda. Neste estudo, o aumento de sIL-
2R apds o transplante ndo foi relacionado a infeccdes bacterianas e virais. Varias
citocinas sdo também conhecidas como necessdrias para a “pega” do enxerto apds o
transplante, como IL-2, TNF-a e IFN-y (FLEISCHMANN et al., 1991), e estas
também podem estar envolvidas no desenvolvimento de GVHD aguda.
TAKATSUKA et al. (2000) reportaram um aumento de citocinas, durante a fase de
“pega” do enxerto, em pacientes que desenvolveram complicagdes apds o
transplante. Em nosso estudo, o aumento de sIL-2R ocorreu em paralelo com o
inicio da “pega” hematopoiética em ambos os grupos. Todavia, os niveis de sIL-2R
em pacientes com GVHD aguda foram maiores que aqueles em pacientes sem a
doenca. Assim sendo, a concentracdo de sIL-2R seguindo a transplantagdo
provavelmente reflete a magnitude da ativacdo das células T derivadas do doador.
Em pacientes que desenvolveram GVHD aguda graus II-1V, esta ativacdo deve ser
mais intensa e, conseqiientemente, o aumento de sIL-2R também. Assim, niveis
séricos mais elevados de sIL-2R no periodo de “pega” podem ser indicativos de

GVHD aguda.

TNF-a € um importante mediador de lesdes teciduais durante a rejei¢ao
de enxertos e GVHD e, seu papel nas respostas alorreativas de células T tem sido
demonstrado (IMAMURA et al., 1994; REMBERGER et al., 1995; KAYABA et al.,
2000; HUANG
et al., 2001). No presente estudo, quando os niveis pds-transplante de TNF-a
foram comparados entre os grupos com e sem GVHD aguda, nenhuma correlacio
foi observada. Contudo, uma analise mais detalhada da cinética desta citocina
revelou que, nas primeiras semanas apds o transplante, TNF-a foi encontrado em
niveis maiores no grupo que desenvolveu a GVHD aguda. KAYABA ef al. (2000)
também observaram um aumento desta citocina no grupo com GVHD aguda,

durante as 7 primeiras semanas seguindo o transplante. Este fato pode ser devido a
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participacdo desta citocina pro-inflamatoria nas etapas iniciais da GVHD aguda.
Também foi observado que os niveis de TNF-o no soro aumentaram em pacientes
que mais tarde desenvolveram GVHD cronica e em pacientes que evoluiram para a
perda do enxerto. HOLLER et al. (1990) também descreveram niveis aumentados
de TNF-o precedendo as principais complicacOes do transplante, além da GVHD
aguda. Estes resultados indicam um principal papel patofisiolégico de TNF-a em
complicacdes apds o transplante. Assim, niveis altos desta citocina nas primeiras
semanas poés-transplante podem ser indicativos de GVHD aguda, mas também
podem ocorrer no pds-transplante precedendo complicacdes, como rejeicdo e
GVHD cronica. TNF-a pode ser liberado dos tecidos do hospedeiro durante a lesdo
tecidual causada pelo condicionamento do transplante e apds a transplantacdo
induzido por outras citocinas. Respostas inflamatérias que ocorrem nestes
processos podem ser responsdveis pela sua producdo. Estudos sobre o regime de
condicionamento tém mostrado a inducdo da liberacdo de
TNF-a pela irradiacdo corporal total e/ou uso de ciclofosfamida. CLIFT et al.
(1994) mostraram que a probabilidade de GVHD aguda foi maior em pacientes
tratados com irradiagdo corporal total/ciclofosfamida que naqueles tratados com
busulfan/ciclofosfamida devido a liberacdo de TNF-a, enquanto HOLLER et al.
(1995) reportaram uma inducdo significante de TNF-a pelo condicionamento com
irradiacdo corporal total e ciclofosfamida quando comparado com busulfan. Neste
estudo, embora niveis aumentados de TNF-o tenham sido encontrados no soro de
dois pacientes apos o regime de condicionamento com ciclofosfamida e busulfan,
nossos dados ndo puderam confirmar o papel do condicionamento na liberacdo de
citocinas. Este fato pode ser explicado pelo condicionamento sem irradiacdo
corporal total e pela baixa capacidade de ciclofosfamida e busulfan na induc¢do da

liberacdo de TNF-a.

O papel de IFN-y na expressio da GVHD ¢é complexo. Niveis
aumentados de IFN-y tém sido observados no soro de pacientes com GVHD aguda,
regeneracao hematopoiética e infeccoes (NIEDERWIESER et al., 1990; IMAMURA
et al., 1994; LANGE et al.,, 1996). Contudo, nés ndo pudemos mostrar uma

Discussdo

112



associacdo entre os niveis de IFN-y e GVHD aguda neste estudo. Resultados
similares foram também reportados por SAKATA et al. (2001). Estudos com
animais tém mostrado que embora IFN-y tenha fun¢des imunoestimulatérias, ele
ndo parece essencial para a rejeicao aguda de enxertos alogénicos em camundongos
(STEIGER et al., 1998). Altos niveis de IFN-y foram associados a infec¢des virais

neste estudo, confirmando seu papel imunoldgico nestas infeccoes.

A citocina IL-6 estd envolvida em muitos aspectos da resposta
inflamatoéria. Alguns estudos tém mostrado sua participagdo em complicacdes
relacionadas ao transplante de medula (SYMINGTON et al., 1992;
SCHWAIGHOFER et al., 1994; ABDALLAH
et al., 1997, LIEM et al., 1998). Embora nossos dados ndo tenham mostrado uma
associacdo entre os niveis de IL-6 e GVHD aguda, talvez devido ao baixo nimero de
pacientes, a presenca de niveis altos de IL-6 em pacientes que desenvolveram
GVHD aguda e rejeicdo, sugere que IL-6 poderia indiretamente influenciar estas
complicagdes por promover a ativagdo da resposta imune. Alternativamente, 1L-6
poderia diretamente refletir os mecanismos envolvidos na doencga. Além disso,
pacientes que apresentaram uma elevacdo dos niveis de TNF-a no pés-
condicionamento mostraram um aumento concomitante de IL-6. Este aumento
pode corresponder a elevagao de TNF-a, porque TNF-a pode contribuir na inducao
da producdo de IL-6 em uma variedade de células (BROUCKAERT ef al., 1989). Ao
contrario de resultados obtidos por SCHWAIGHOFER et al. (1994) e LIEM et al.
(1998), os niveis de IL-6 ndo foram associados com infec¢des bacterianas e virais

neste estudo.

Viérias linhas de evidéncia tém estabelecido a importancia de IL-10 na
patogénese da GVHD aguda (REMBERGER et al., 1997, HEMPEL et al., 1997;
LIEM et al., 1998; TAKATSUKA et al., 1999; BAKER et al., 1999; HOLLER et al.,
2000; SAKATA et al.,, 2001) e uma correlagdo entre 1L-10 e o curso fatal em
pacientes apods o transplante tem sido reportada (HEMPEL et al., 1997; BAKER et
al., 1999; TAKATSUKA et al., 1999; SAKATA et al., 2001). N6s confirmamos um

aumento dos niveis de IL-10 associado com GVHD aguda e observamos que a
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maioria dos pacientes que morreram com GVHD aguda e complica¢des tinha
mostrado niveis aumentados desta citocina durante a GVHD. A principal func¢ido de
IL-10 parece ser limitar e regular as respostas inflamatérias (MOORE et al., 2001).
A elevacdo de IL-10 em vdrios momentos pds-transplante pode ter ocorrido em
resposta a liberacdo de citocinas inflamatoérias, como TNF-a e IL-2. Além disso, seu
papel na diferenciagdo de um novo tipo de célula T, a célula T regulatéria, tem sido
discutido, o qual pode figurar proeminentemente no controle da resposta imune e
tolerancia in vivo (LEVINGS et al., 2001). Se o efeito imunossupressor de IL-10 é
benéfico para GVHD permanece controverso, porque a alta producdo de IL-10
poderia levar a uma imunodeficiéncia funcional e conseqiientemente ao
desenvolvimento de graves complicacdes. Por outro lado, um estudo mostrou que
IL-10 poderia inibir ou estimular células T CD8+*, dependendo do tempo no qual as
células estivessem expostas a IL-10 (GROUX et al., 1998). IL-10 poderia inibir
respostas imunes se presente ao mesmo tempo da exposicdo ao Ag, mas ela poderia
falhar em suprimir respostas mediadas por células T CD8+ ativadas. Este fato
poderia explicar porque altos niveis de 1L-10, durante a fase efetora de GVHD

aguda, falharam em controlar a progressdo da doenca neste estudo.

Ap6s o transplante, niveis de TGF-B1 cairam a baixos niveis e
comecgaram a aumentar apos a terceira semana do transplante. LIEM et al. (1999)
também observaram esta cinética e uma forte correlacdo entre os niveis de TGF-1
e a contagem de plaquetas e neutréfilos. Baixos niveis pré-condicionamento de
TGF-B1 em pacientes com anemia apldstica neste estudo devem ser explicados
pelas baixas contagens de plaquetas e neutréfilos nestes individuos. Além disso,
nossos dados mostraram uma queda dos niveis de TGF-B1 no grupo que
desenvolveu GVHD aguda, apds a 9* semana do transplante. Estes resultados estdo
de acordo com IMAMURA et al. (1996), que encontraram um decréscimo na
expressdo de RNAm para TGF-1 em células mononucleares do sangue periférico
durante a GVHD aguda. Recentemente, um estudo de polimorfismo genético
mostrou que 92% dos pacientes sem GVHD eram bons produtores de TGF-B1,
enquanto 25% dos pacientes com a doenca tinham a habilidade de secretar altos

niveis (TAMBUR et al., 2001). TGF-B1 € uma citocina imunossupressora potente
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que possui um importante papel regulador na resposta imune. Baixos niveis desta
citocina podem ndo ser suficientes para suprimir a reatividade da célula T e outros
tipos celulares, resultando em GVHD aguda. De fato, esta hip6tese parece explicar

a progressdo da GVHD aguda em nosso grupo de pacientes.

Parece possivel que todas estas citocinas devam combinar-se para causar
progressdo da GVHD de diferentes maneiras em cada individuo e um balanco entre

estas citocinas pode ser importante no controle da GVHD.

Embora os niveis de sIL-2R, TNF-a, IL-10 e TGF-B1, em determinados
periodos pds-transplante, tenham sido correlacionados com GVHD aguda no nosso
estudo, os niveis de sIL-2R no periodo de “pega” do enxerto parecem prover um
parametro melhor para a detec¢do precoce de GVHD aguda apds o transplante
alogénico. Estes niveis aumentaram num periodo de tempo limitado e precedente a
ocorréncia de GVHD aguda. Futuros estudos com mais pacientes sdo necessarios

para determinar a importancia destas citocinas na gravidade da GVHD.
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O presente estudo demonstra a viabilidade da execucdo de determinadas
técnicas laboratoriais, com o objetivo de prever o desenvolvimento de GVHD e
rejeicdo, apos o transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas. As

seguintes conclusdes puderam ser formuladas:

1. Os procedimentos que envolveram a adi¢do de IL-2 e IL-4 exdgenas
as culturas mistas de linfécitos foram capazes de aumentar a
sensibilidade da cultura cldssica, todavia um aumento das respostas
autdlogas também foi gerado, causando uma perda de especificidade.
Desta forma, modifica¢des da cultura cldssica pela adi¢do de citocinas
ndo trariam vantagens em relacdo ao método classico, pelo menos em

casos de doadores aparentados.

2. A avaliagdo genética da capacidade de producdo de citocinas do
receptor e doador, empregando-se técnicas de genotipagem de alelos
de citocinas, mostrou que somente o gendtipo IL-6"174CC,
correspondente a baixa producido de IL-6, tanto do doador como do

receptor, foi associado com o desenvolvimento de GVHD cronica.

3. O acompanhamento da producdo de citocinas, no soro do receptor,
ap6s o transplante alogénico pela técnica de ELISA mostrou que, os
niveis de sIL-2R, TNF-a, IL-10 e TGF-B1 foram correlacionados com
o desenvolvimento de GVHD aguda. Todavia, os niveis de sIL-2R no
periodo de “pega” do enxerto puderam prover um paradmetro melhor
para a deteccdo precoce de GVHD aguda, ji4 que este periodo

geralmente antecedeu os sintomas clinicos desta doenca.

Desta forma, baseado em nossos resultados, o melhor teste prognostico
para GVHD aguda, em receptores de células HLA-compativeis, seria a
quantificacdo dos niveis séricos de sIL-2R no pds-transplante pelo método de
ELISA. Mas, um monitoramento dos niveis séricos de sIL-2R, TNF-a, IL-10 e TGF-
B1no pds-transplante poderia fornecer ao clinico um indicativo em relagdo ao risco

de GVHD aguda e outras complicacdes, permitindo a otimizag¢do de terapéuticas
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individualizadas apropriadas. Além disso, a quantificacdo dos niveis séricos de

citocinas no pés-transplante poderia esclarecer a patogénese da GVHD e rejeicao.

No caso da GVHD croénica, o melhor procedimento capaz de prever a sua
ocorréncia foi a genotipagem de IL-6-174 do doador e do receptor de transplantes.
No entanto, a correlacdo da habilidade genética de produzir baixos niveis de IL-6
com GVHD cronica e sua gravidade deve ser melhor investigada, j4 que a
freqiiéncia de individuos com esta habilidade € muito pequena na populagdo deste

estudo.

Finalmente, nenhum dos métodos estudados se mostrou capaz de prever

a falha do enxertio mais rejeicao.

No futuro, novas andlises dos niveis de sIL-2R, TNF-a, IL-10 e TGF-f1
envolvendo um nimero maior de individuos e de gendtipos destas e de outras
citocinas poderdao confirmar a capacidade destas metodologias em prever reacoes
de rejeicio e/ou GVHD em transplantes alogénicos de células progenitoras

hematopoiéticas.
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ANEXO I

. Seguiment
UPN Receptor Doador Transplante GVHD Reinfusdo | Obito o
Condicionament Rejeica
Paciente|sexo|Idade [sexo|[Idade [Diagnéstico| Data Tipo [ Profilaxia | Aguda | grau | Cronica | grau 0 Data Causa Data
27 M 32 M 25 AA 04/08/94 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 15/07/99
84 M 36 M 43 LLA 25/04/96 | MO Bus + Cy + VP CsA + Cort. 0 0 1 1 0 15/03/02
87 M 48 F 60 LMC 20/06/96 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 23/07/96
91 F 31 F 12 LMC 15/08/96 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 01/10/96
100 M 20 F 23 AA 14/11/96 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 26/11/01
103 M 37 F 42 SMD 16/01/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 03/05/97
105 M 30 M 35 LMC 30/01/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 12/03/02
107 M 42 F 37 LMC 06/03/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 4 1 2 0 60 26/06/97
108 M 26 M 27 AA 13/03/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 27/05/97
113 M 46 F 42 MM 08/05/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 2 0 21 23/12/97
114 M 51 F 57 MM 15/05/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 80 06/06/97
115 M 15 M 5 LMA 28/05/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 70 27/04/01
118 F 21 F 21 LMC 03/07/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 1 3 1 2 0 15/05/02
123 M 26 F 28 AA 28/08/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 11/12/01
124 M 3 F 13 ADC 11/09/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 19/07/02
126 F 9 M 17 LMC 25/09/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 05/11/01
127 M 15 M 20 LMA 16/10/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 70 15/05/98
128 F 43 M 34 LMC 30/10/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 60 08/03/98
129 M 28 F 49 LMC 13/11/97 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 21 11/12/97
130 M 34 F 27 LMC 13/11/97 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 02/03/98
131 F 45 M 34 SMD 15/01/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 82 05/02/98
132 M 26 M 19 HPN 29/01/98 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 11/07/02
133 M 38 M 33 LLA 01/02/98 | MO Cy + ICT CsA + Cort. 1 4 0 50 30/04/98
135 M 36 F 38 LMA 12/02/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 20 17/03/98
137 M 25 F 28 AA 12/03/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 3 1 2 0 21 06/02/99
138 M 16 M 18 LLA 19/03/98 | MO Cy + ICT CsA + Cort. 0 0 0 0 0 04/09/02
139 M 20 M 24 LLA 02/04/98 | MO Cy + ICT CsA 0 0 0 0 0 21 05/08/98
140 M 12 M 24 LLA 30/04/98 | MO Cy +ICT CsA + Cort. 0 0 0 0 1 70 22/11/99
143 F 39 M 52 LMC 14/05/98 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 39 01/05/99
144 F 41 M 42 LMC 04/06/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 1 14/08/02 15/08/02




Seguiment

UPN Receptor Doador Transplante GVHD Reinfusio | Obito [
Condicionament Rejeica
Paciente[sexo [[dade sexo [Idade Diagnéstico| Data Tipo [ Profilaxia | Aguda | grau | Crénica | grau 0 Data Causa Data

145 M 7 F 17 LLA 18/06/98 | CPP Cy + ICT CsA + Cort. 0 0 0 0 0 03/12/01
146 M 7 F 4 AA 25/06/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 23/01/02
147 M 17 F 20 LMMC 16/07/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 50 12/01/99
148 F 38 F 35 LMC 24/07/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 14/03/02
149 M 28 F 21 AA 30/07/98 | MO Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 17/06/02
150 F 21 F 17 LMA 07/08/98 | MO Cy + ICT MTX + CsA 0 0 0 0 1 70 05/02/99
151 M 21 F 30 LMC 13/08/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 70 20/06/99
152 F 43 M 35 LMC 27/08/98 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 08/03/02
153 F 44 M 58 LMC 03/09/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 2 1 2 0 23/09/02
154 M 14 M 5 LMC 17/09/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 20/05/02
156 M 29 M 20 AA 29/10/98 | MO Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 04/02/02
157 F 18 F 19 LMC 12/11/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 05/03/02
158 M 53 M 58 AA 19/11/98 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 10 12/02/99
161 F 12 F 20 LMC 28/01/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 06/03/02
169 M 48 M 57 LMC 18/02/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 08/01/02
173 M 59 M 49 SMD 25/03/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 21 10/04/99
175 M 30 F 20 LMC 15/04/99 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 20/05/02
177 F 25 M 23 LMC 06/05/99 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 24/09/02
179 M 36 M 38 LMA 13/05/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 15/03/02
180 M 24 F 33 LMC 20/05/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 17/04/02
181 M 39 M 29 LMA 27/05/99 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 20 16/07/99
185 M 28 F 24 LMC 24/06/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 04/03/02
186 M 22 M 27 LLA 01/07/99 | MO Cy+ICT MTX + CsA 0 34 16/07/99
189 M 31 F 40 LLA 08/07/99 | CPP Bus + Cy + VP CsA + Cort. 0 0 0 0 1 70 27/03/00
190 M 19 F 22 LMA 15/07/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 83 27/07/99
191 F 32 M 37 AA 05/08/99 | MO Cy MTX + CsA 1 3 1 1 0 22/07/02
193 M 44 M 56 LMC 12/08/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 10/04/01 16/07/02
196 M 22 M 19 LMC 26/08/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 01/08/01
199 M 14 M 8 LMC 09/09/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 26/03/02
203 M 54 M 34 LMC 14/10/99 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 102 16/07/02
204 F 16 F 11 LMC 18/10/99 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 70 15/03/00
208 M 34 M 30 LMC 11/11/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 84 19/11/00
209 M 41 M 38 LMC 18/11/99 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 13/05/02




Seguiment

UPN Receptor Doador Transplante GVHD Reinfusdo | Obito [
Condicionament Rejeica
Paciente[sexo [[dade sexo [Idade Diagnéstico| Data Tipo [ Profilaxia | Aguda | grau | Crénica | grau 0 Data Causa Data
210 M 17 M 13 LMC 18/11/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 27/02/02
212 M 32 F 39 LMC 25/11/99 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 3 1 2 0 21 20/06/00
214 M 52 F 39 LMA 13/01/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 04/02/02
217 M 24 F 27 LMC 20/01/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 15/05/02
218 M 32 M 37 LMC 04/02/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 10/05/02
220 M 33 F 32 LMA 10/02/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 60 06/02/02
221 M 21 M 13 LMA 17/02/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 12/12/01
222 M 30 M 13 LMA 24/02/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 81 17/04/00
225 F 34 M 38 LMC 09/03/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 40 18/04/00
228 M 29 M 25 LMC 23/03/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 18/12/01
230 F 44 M 50 LMC 20/04/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 23/08/00
232 F 32 M 22 LMC 05/05/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 1 3 0 0 0 13/03/02
233 M 25 M 16 AA 05/05/00 | MO Cy+ICT MTX + CsA 0 0 0 0 0 23/07/02
235 M 37 M 35 LMC 01/06/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 19/05/02
237 M 37 F 35 AA 08/06/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 21 01/10/00
238 M 42 F 53 LMC 08/06/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 1 2 0 88 17/07/00
239 M 39 M 36 LMC 29/06/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 88 18/09/00
240 M 29 M 37 LMA 13/07/00 | CPP Cy+ICT MTX + CsA 0 88 23/07/00
244 M 32 F 29 LMC 10/08/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 13/05/02
245 M 43 F 33 LMC 17/08/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 60 10/05/01
246 F 22 M 21 AA 31/08/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 88 24/09/00
248 F 30 M 57 LMC 14/09/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 22/02/02
252 M 30 M 33 LMC 05/10/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 1 4 0 50 17/01/01
253 M 20 M 18 LMA 05/10/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 06/09/01 25/09/02
255 M 30 M 27 LMA 19/10/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 01/03/01 70 20/06/01
257 M 26 M 20 AA 09/11/00 | MO Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 03/05/01 07/05/02
258 M 44 F 43 LMC 23/11/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 20/08/02
259 F 45 F 37 LMC 30/11/00 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 80 22/12/00
260 M 23 M 22 LMC 30/11/00 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 1 0 27/05/02
263 F 42 F 30 AA 21/12/00 | MO Cy MTX + CsA 1 2 0 31 01/03/01
265 M 23 M 22 SMD 1/01/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 10/04/02
267 F 25 F 17 AA 18/01/01 | MO Cy MTX + CsA 0 0 1 0 29/06/02
271 F 45 F 40 AA 08/02/01 | MO Cy MTX + CsA 0 0 0 1 26/09/02




3 Seguiment
UPN Receptor Doador Transplante GVHD Reinfusio | Obito [
Condicionament Rejeica
Paciente[sexo [[dade sexo [Idade Diagnéstico| Data Tipo [ Profilaxia | Aguda | grau | Crénica | grau 0 Data Causa Data
272 F 15 M 31 LLA 15/02/01 | CPP Cy + ICT CsA + Cort. 0 0 1 2 0 60 27/10/01
273 M 4 F 4 LLA 22/02/01| MO Cy+ICT CsA 0 0 0 0 1 70 28/06/01
277 F 13 M 7 SMD 08/03/01| MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 31 03/09/01
279 M 18 M 16 SMD 15/03/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 02/04/02
283 M 41 F 37 LMC 19/04/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 1 2 1 2 0 11/05/02
285 M 31 M 33 LMC 26/04/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 04/07/02
293 M 40 M 45 LMA 31/05/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 1 70 02/09/02
294 F 6 F 39 LMA 07/06/01 | MO Cy + ICT MTX + CsA 0 0 0 121 10/06/01
297 F 50 F 52 AA 21/06/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 11/03/02
299 M 16 M 30 LMA 05/07/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 07/05/02
303 F 38 M 21 SMD 26/07/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 21 16/11/01
304 M 36 M 32 LMC 16/08/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 1 2 0 09/05/02
305 M 26 F 14 AA 30/08/01| MO Bus + Cy MTX + CsA 1 3 0 101 23/10/01
306 M 43 F 48 LMA 24/09/01| CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 03/05/02
307 F 47 M 51 LMA 27/09/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 09/05/02
310 M 14 F 15 LMA 19/11/01 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 1 2 0 0 0 22/04/02
313 F 26 M 23 AA 06/12/01 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 27/05/02
315 M 29 F 28 AA 17/01/02 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 18/07/02
317 M 43 F 35 LMC 24/01/02 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 30 14/04/02
318 M 36 F 48 LMA 24/01/02 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 12/07/02
320 M 42 M 36 LMC 18/02/02 | CPP Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 22/07/02
321 F 45 M 42 LMC 28/02/02 | MO Bus + Cy MTX + CsA 0 0 0 0 0 26/06/02

MO= medula dssea; CPP= células

mielodisplastica

progenitoras periféricas; AA= anemia apldstica grave;

LMA= leucemia mieléide aguda; LMC= leucemia mieldide cronica; SMD= sindrome
; MM= mieloma multipla; ADC= anemia diseritropoiética congénita; HPN= hemoglobintria paroxistica noturna; Bus= Busulfan; ICT= Irradiacdo Corporal Total;
Cy= Ciclofosfamida; MTX= Metotrexato; CsA= Ciclosporina; Cort.= Corticosterdides; VP= Etoposide.




ANEXO II

Termo de Consentimento Informado

HEMOCENTRO UNICAMP
DIVISAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA

UNIDADE DE TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

Projeto: “Andlise da compatibilidade no processo de selecio de doadores de
medula 6ssea e do perfil de producdo de citocinas de pacientes e doadores
submetidos ao transplante alogénico no Centro de Transplante de Medula Ossea do

HEMOCENTRO - UNICAMP”

Responsavel: Prof® Jeane Eliete Laguila Visentainer

Equipe: Dr* Sofia Rocha Lieber e Dr Cirmino Antonio de Souza

Nome

Nome completo do
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Data de

NASCIMENTO uueeneeniineeeeneenennnen. Idade.:............. RGi e

EndereCo:. oo Fone:....cccovvviiiiinnnnn.
Cidade:..c.ooivieiiiiiiee Estado:..cccovvieiiiiiiiiiiiiineinn CEP:..oovvvinennn,
) e NS L Lo LN

Justificativas e objetivos do estudo

O desenvolvimento de técnicas laboratoriais que possam prever o
aparecimento de GVHD e rejeicdo, apds o transplante de medula 6ssea, é de
extremo valor na drea médica. Desta forma, o objetivo deste estudo é definir o
procedimento que, isoladamente, ou em conjunto, se mostre ao mesmo tempo
sensivel, passivel de rotina, economicamente vidvel e capaz de prever reacdes de
rejeicdo e/ou GVHD poés-transplante de medula déssea, através da definicio de um

perfil da producdo de citocinas dos pacientes e doadores.

Procedimentos a que serdo submetidos os pacientes e seus doadores

Para a realizacdo deste estudo, uma amostra de sangue de 08 mL serd
coletada no momento da realiza¢dao de exames de rotina pré-transplante do doador
e paciente. Apds a realiza¢do do transplante, a coleta serd semanal no paciente
durante o periodo de internacdo e, quando o mesmo voltar as consultas. Ndo sera
necessdrio comparecer ao laboratério somente para a realizacdo destes exames. A
coleta cessard ao final de 2 anos.

Os resultados dos testes ndo serdo considerados como critérios para a
realizacdo do transplante.

Serd mantido o cardter confidencial das informacdes e a identificacdo
dos pacientes e doadores ndo serd exposta nas conclusdes ou publicagdes.

Os individuos envolvidos na pesquisa poderdo desistir deste estudo a

qualquer hora, sem prejuizo no tratamento.
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Caso seja necessario qualquer esclarecimento, contatar:

Prof? Jeane E. L. Visentainer: 019) 9116-7962/ Laboratério
HLA/Hemocentro/ UNICAMP: (019) 788-8728/ Secretaria da comissido de
ética/ FCM/ UNICAMP: (019) 788-8936.

Estando ciente do contido neste documento, assino o presente:

Cidade Universitaria Zeferino Vaz,
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ANEXO III

EXTRACAO DE DNA COM O REAGENTE DNAzol (Life Technologies®,

Grand Island, NY, USA)

I. Obtencao do botao de células

1.
2.

4.

Ap0s a coleta de sangue desprezar o plasma.

Acrescentar 5v (volumes) de tampao de lise (ver preparo abaixo) para lv de
precipitado.

Agitar por inversdao 5 min., centrifugar 10 min. a 2.500 rpm, desprezar o
sobrenadante.

Repetir novamente a lavagem com tampao de lise.

Tampado de lise: misturar o cloreto de amodnia (NH4Cl)5Sv + bicarbonato de amonia

(NHsHCO3)1v

II. Extraciao do DNA

1.

Acrescentar, por gotejamento, 1 mL de DNAzol ao botdo de células numa

capela de exaustao.

. Dissolver com uma pipeta e deixar repousar por uma hora ou por uma noite

na capela, conforme o tamanho do botdo de células.

Para a precipitacdo do DNA, acrescentar 0,5 mL de etanol absoluto gelado (-
20°C), para cada 1,0 mL de DNAzol.

Misturar cuidadosamente por inversdo até o aparecimento do filamento de
DNA.

Transferir o DNA precipitado para um frasco tipo “eppendorf” com 1 mL de
etanol a 70 % gelado (-20°C).

Centrifugar 1 min. a 12.000 rpm em microcentrifuga.

Desprezar o sobrenadante e deixar secar o DNA em temperatura ambiente
(5 a 10 min.).

Acrescentar 200 pL de dgua estéril. Deixar em BM a 37°C (por uma noite).

. Conservar o DNA em freezer a -20°C ou menos.
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ANEXO IV

KIT PUREGENE DE EXTRACAO DE DNA (GENTRA SYSTEMS®,
Minneapolis, MN)

I. Lise das hemacias:

1. Adicionar 300 puL de sangue total a um frasco tipo “eppendorf” (1,5 mL)
contendo 900 pL de Solucdo de Lise (RBC). Misture e incube por 10 min. a
temperatura ambiente. Inverta pelo menos uma vez durante a incubacao.

2. Centrifugar por 20 segundos a 13.000 rpm. Remover o sobrenadante com uma
pipeta, deixando o botdo de células brancas no fundo do “eppendorf” (10-20 pL
de liquido residual).

3. Agitar o tubo vigorosamente com o vortex para ressuspender as células no
liquido residual; isso facilitard a lise no passo posterior.

4. Adicionar 300 pL de Solucao de Lise de Células as células ressuspensas e
pipetar e soltar vdrias vezes essa suspensdo. Usualmente ndo é necessdria
incuba¢do, mas se grumos se formarem apds a mistura, incubar a 37°C ou a
temperatura ambiente até a solucdo estar homogénea. Amostras sdo estdveis

nesta Solucgdo de Lise por pelo menos 18 meses a temperatura ambiente.

II. Tratamento com RNAse (opcional)
1. Adicionar 1,5 puL. de solucdo RNAse ao lisado de células.

2. Misturar a amostra por inversdo 25 vezes e incubar por 15 a 60 min.

II1. Precipitacao de proteinas

1. Os reagentes devem ser mantidos a temperatura ambiente.

2. Adicionar 100 pL de Solucao de Precipitacdo de Proteina ao lisado.

3. Misturar a solu¢do com o lisado vigorosamente, usando o voértex por 20

segundos.
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5.

Centrifugar a 13.000 rpm por 3 min. Deverd se formar uma camada fina
marrom escura no fundo do tubo. Se o botdo ndo aparecer, repetir o passo

anterior, seguido pela incuba¢do em gelo por 5 min. e novamente o passo 4.

IV. Precipitacao de DNA

L.

Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um “eppendorf” limpo (1,5

pL), ja contendo 300 pL de Isopropanol 100 %.

. Misturar a amostra por inversdo delicadamente por 50 vezes.

3. Centrifugar a 13.000 rpm por I min. O DNA serd visivel como um pequeno

botao branco.

. Desprezar o sobrenadante e inverter o tubo sobre papel absorvente. A seguir,

adicionar 300 pL de etanol 70%. Inverter o tubo vdrias vezes para lavar bem o
DNA.
Centrifugar a 13.000 rpm por 1 min. e remover o etanol por inversdo,

cuidadosamente para ndo perder o botdo.

. Inverter o tubo sobre papel absorvente e secar por 10 a 15 min.

V. Hidratacdao do DNA

1.

Adicionar 100 pl. de Solug¢dio de Hidratagdo (concentragcdo do DNA = 10
pg/ mL).

. Reidratar o DNA incubando a amostra por uma hora a 65°C ou por uma noite a

temperatura ambiente. Se possivel, homogeneizar o DNA periodicamente.
Manter o DNA a 4°C até o momento do uso. Para um tempo longo de

armazenamento, congelar a -20°C ou -80°C.
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ANEXOYV

KIT PCR-SSP PARA GENOTIPAGEM DOS ALELOS HLA-DRB1 E DQB1

(Dynal Ltd.®, Bromborough, Wirral, UK)

Tipagem HLA-DRB1

L.

Remover os “Kits” contendo os “primers”, os frascos com a solu¢do “master
mix” (Dynal ALLSet+™ SSP) e as amostras de DNA do freezer. Esperar que
os reagentes atinjam a temperatura ambiente. Agitar as amostras de DNA
com o vortex.

Remover a Taq polimerase do freezer (-20°C) e manter em gelo.

. Em um “eppendorf”, adicionar 224 pl. da solucdo “master mix”, 53,2 ul. da

amostra de DNAe 2,24 pl. da Taq polimerase.

Misturar bem usando o vortex.

5. Centrifugar o tubo da mistura PCR para que todo liquido vd para o fundo.

Dispensar 10 pl. da mistura PCR em cada po¢o da placa contendo os
“primers”.

Selar bem a placa, para que ndo evapore material.

Colocar a placa de tipagem no termociclador (Perkin-Elmer 9600 ou 9700)

ou modelo similar.

. Entrar com o programa:

Numero de Passo Temp. (°C) Tempo (s)
1 1 94 120
10 1 94 45
2 64 75
20 1 94 45
2 61 60
3 72 45
Final 1 4 ---
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10.

11.

12

14.

Remover os tubos do termociclador. As amostras podem ser congeladas a —
20°C ou usadas imediatamente na corrida de eletroforese em gel.
Transferir 10 pL. de cada tubo da reacdo em seqii€éncia ao gel de agarose

2,5% (Sigma, ST Louis, USA), usando uma micropipeta P8 ou P10.

. Executar o processo de eletroforese (140-150 volts) por 10 a 15 min.

13.

Fotografar o gel em um transiluminador dentro de 5 min. apds a
eletroforese.
Interpretar os resultados de acordo com a tabela de interpretacido fornecida

com o “Kit”.

Tipagem HLA-DQB1

1.

Remover os “Kits” contendo os “primers”, os frascos com a solu¢do “master
mix” (Dynal ALLSet+™ SSP) e as amostras de DNA do freezer. Esperar que
os reagentes atinjam a temperatura ambiente. Agitar as amostras de DNA
com o “Vortex”.

Remover a Taq polimerase do freezer (-20°C) e manter em gelo.

. Em um “eppendorf”’, adicionar 80 plL. da solucdo “master mix”, 19 puL da

amostra de DNAe 0,8 pl. da Taq polimerase.

Misturar bem usando o vortex.

5. Centrifugar o tubo da mistura PCR para que todo liquido v4 para o fundo.

6. Dispensar 10 pl. da mistura PCR em cada po¢o da placa contendo os
“primers”.
7. Selar bem a placa, para que ndo evapore material.
8. Coloque a placa de tipagem no termociclador (Perkin-Elmer 9600 ou 9700)
ou modelo similar.
9. Entrar com o programa:
Niumero de Passo Temp. (°C) Tempo (s)
1 1 94 120
10 1 94 45
2 64 75
20 1 94 45
2 61 60
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10.

11.

12.

13.

14.

45

Final 1 4

Remover os tubos do termociclador. As amostras podem ser armazenadas a
—20°C ou usadas imediatamente na corrida de eletroforese em gel.
Transferir 10 pL. de cada tubo da reacdo em seqii€éncia ao gel de agarose
2,5% (Sigma, ST Louis, USA), usando uma micropipeta P8 ou P10.

Executar o processo de eletroforese (140-150 volts) por 3 a 5 min. ou 100

volts por 10 a 15 min.

Fotografar o gel em um transiluminador dentro de 5 min. apds a

eletroforese.

Interpretar os resultados de acordo com a tabela de interpretacdo fornecida

com o “Kit”.
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ANEXO VI

KIT PCR-SSP DE GENOTIPAGEM DE CITOCINAS (One Lambda®,

Canoga Park, CA, USA)

Dispensacao dos “primers”

L.

Remover o conjunto de “primers” do freezer (-65°C) e deixar descongelar a
temperatura ambiente (20-25°C). Aliquotar dentro de uma hora apds o
descongelamento. Vocé pode aliquotar e recongelar se ndao desejar dispensar
toda a quantidade. O recongelamento deve ser limitado a 1 ou 2 vezes.
Misturar o conteddo de cada frasco de “primer” usando o vortex.
Cuidadosamente remover a tampa dos tubos.

Usando uma pipeta multicanal, de preferéncia, dispensar 2,0 pL de cada
“primer” ao poco ou tubo de parede fina correspondente.

Apos dispensar todos os “primers”, fechar bem os tubos e organizar em
fileiras de 1 a 16. Cada grupo de 16 “primers” serd usado em cada tipagem.

Guardar os “Kits”de tipagem contendo os “primers”a —65°C ou menos.

Aliquotagem da solu¢ao D-mix

L.
2.

Usando uma pipeta, aliquotar 140 uL de solucdo D-mix em tubos.

Fechar os tubos e congelar a —65° C até o uso.

Procedimento da técnica de tipagem

1.

2.
3.

Remover os tubos contendo os “primers”, os frascos com D-mix e as
amostras de DNA do freezer. Esperar que os reagentes atinjam a
temperatura ambiente. Agitar as amostras de DNA com o Vértex.

Remover a Taq polimerase do freezer (-20°C) e manter em gelo.

Usando uma pipeta P20, adicionar 1 pL do diluente do DNA ao controle
negativo da reacdo.

Usando uma pipeta P20, adicionar o volume requerido de Taq polimerase

(5 unidades/ pL) ao tubo de D-mix.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18

Fechar o tubo e agitar em Vortex por 5 segundos.
Centrifugar o tubo de D-mix em uma microcentrifuga para que todo liquido
va para o fundo do tubo.

Usando uma pipeta P20, pipetar 7 pL. de D-mix ao controle negativo.

. Usando uma pipeta P200, adicionar 19 pl. de DNA ao tubo com D-mix.
. Misturar por 5 segundos em Vortex e centrifugar.

10.

Usando uma pipeta P20, aliquotar 8 pL. da mistura em cada tubo, exceto no
tubo do controle negativo.

Selar bem os tubos da reagdo, para que ndo evapore material.

Colocar os tubos de tipagem no termociclador (Perkin-Elmer 9600 ou 9700)
ou modelo similar.

Entrar com o programa:

Numero de Passo Temp. (°C) Tempo (s)

1 1 96 130

2 63 60

9 1 96 10

2 63 60

20 1 96 10

2 59 50

3 72 30

Final 1 4 ---

Remover os tubos do termociclador. As amostras podem ser armazenadas a
—20°Cou usadas imediatamente na corrida de eletroforese em gel.
Transferir 10 pL. de cada tubo da reacdo em seqiiéncia ao gel de agarose
2,5%, usando uma micropipeta P8 ou P10.
Executar o processo de eletroforese (140-150 volts) por 3 a 5 min. ou 100
volts por 10 a 15 min.

Fotografar o gel em um transiluminador dentro de 5 min. apds a

eletroforese.

. Interpretar os resultados de acordo com a tabela de interpretacdo fornecida

com o “Kit”.
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ANEXO VII

KIT ELISA PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE sIL-2R HUMANO
(BIOSOURCE?®, Nivelles, Belgium, Europe)

Preparacdo dos reagentes e estocagem

Reconstituicao e diluiciao do padrao de sIL-2R

Nota: tubos pldsticos ou de vidro podem ser usados para a dilui¢do do padrao.

1. Reconstituir o padrdo a 8000 pg/mL com o tampdo diluente do padrdo. Ler a
bula. Misturar delicadamente e esperar 10 min. para a completa dissolucdo.
Usar o padrdo até uma hora apds a reconstituicao.

2. Adicionar 0,125 mL de tampdo diluente do padrdo a cada um dos 6 tubos
marcados: 4000/ 2000/ 1000/ 500/ 250 e 125 pg/ mL sIL-2R.

3. Fazer dilui¢des seriadas do padrdao como descrito abaixo. Misturar entre os

passos.
Diluicao do padrao de sIL-2R

PADRAO (pg/mL) ADICIONAR ADICIONAR ANTES

8000 Prepare como descrito no passo 1

4000 0,125 mL do 8000 0,125 mL do Tampao
Diluente

2000 0,125 mL do 4000 0,125 mL do Tampao
Diluente

1000 0,125 mL do 2000 0,125 mL do Tampao
Diluente

500 0,125 mL do 1000 0,125 mL do Tampao
Diluente

250 0,125 mL do 500 0,125 mL do Tampao
Diluente

125 0,125 mL do 250 0,125 mL do Tampao
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Diluente

0 0,125 mL do Tampdo|Um tubo vazio

Diluente

4. Descartar todos os padrdes diluidos e reagentes reconstituidos. Retornar o

tampao ao refrigerador.

Estocagem e diluicao final da estreptividina-HRP

Nota: A Estreptividina-HRP 100x concentrada estd em 50 % de glicerol.

Deixar a solucdo atingir a temperatura ambiente. Misturar cuidadosamente.
Pipetar a solucdo devagar. Remover o excesso da pipeta limpando a ponteira com
papel absorvente.

Diluir 10 pL desta solug¢do concentrada com 1 mL de diluente de Estreptividina-
HRP para cada tira (8 pogos) usada no ensaio. Marcar como soluc¢do de trabalho de

Estreptividina-HRP.

Tiras de 8 pocos Volume de Volume de Diluente
Estreptividina-HRP (mL)
concentrada (pL)
2 20 2
4 40 4
6 60 6
8 80 8
10 100 10
12 120 12

Retornar o concentrado de Estreptividina-HRP ao refrigerador.

Diluicao do tampiao de lavagem
1. Deixar o concentrado 25x alcancgar a temperatura ambiente e misturar até que
todo precipitado se dissolva. Diluir um volume de 25x de tampdo de lavagem

concentrado com 24 volumes de dgua deionizada (ex. 50 mL podem ser diluidos a
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1,25 L, 100 mL podem ser diluidos a 2,5 L). Marcar como solucdo de trabalho do

tampdo de lavagem.

2. Guardar ambos, o concentrado e a soluc¢do de trabalho, no refrigerador.

tampao diluido pode ser usado dentro de 14 dias.

Método: procedimentos e calculos
Deixar todos os reagentes a temperatura ambiente antes do uso.

Nota: Uma curva padrao deve ser corrida em cada ensaio.

O

Determinar o nimero de tiras (8 po¢os) necessdrias ao ensaio. Inserir estas na
placa apropriada. Guardar as outras, fechadas, no refrigerador.

. Adicionar 50 pL do tampido diluente do padrdao aos tubos zero. Os pocgos
reservados para o branco do cromdégeno devem ficar vazios.

Adicionar 50 pL dos padrdes, amostras ou controles aos pogos apropriados.

. Pipetar 50 uL do conjugado (anti-sIL-2R biotinilado) em cada poco, exceto no
branco do cromdgeno. Bater cuidadosamente do lado da placa para misturar.
Cobrir a placa com o papel adesivo adequado e incubar por 2 horas a
temperatura ambiente.

. Aspirar ou decantar a solugdo dos pocos e descartar o liquido. Lavar os pocos
4X.

Adicionar 100 pL da solugdo de trabalho de Estreptividina-HRP a cada poco,
exceto no branco do cromdégeno.

. Cobrir a placa com o papel adesivo adequado e incubar por 30 min. a
temperatura ambiente.

Aspirar ou decantar a solucdo dos pocos e descarte o liquido. Lavar os pogos 4x.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Adicionar 100 pL. de cromégeno estabilizado a cada pogo. O liquido do pogo
comecard a ficar azul.

Incubar por 30 min. a temperatura ambiente e no escuro. Nota: ndo cubrir a
placa com papel aluminio. O tempo de incubacdo do substrato cromdégeno é
sempre determinado pelo leitor usado. Muitos leitores tém a capacidade de ler
até a DO de 2,0. Os valores devem ser monitorados e a reagdo do substrato
parada antes dos pocos positivos atingirem os limites do aparelho. Os valores de
DO a 450 nm podem ser lidos apds adicionar a solugdo de “stop” a cada pogo. Se
usar um leitor que 1€ somente até 2,0 DO, parar o ensaio apdés 20 a 25 min.
(sugestdo).

Adicionar 100 pL de solucdo “stop” a cada poco. Bater com cuidado do lado da
placa para misturar. A solucdo nos po¢cos mudara de azul para amarela.

Ler as absorbancias de cada poco a 450 mm, zerando com o branco do
cromdégeno, composto de 100 pLL de cromdgeno estabilizado e solucdo “stop”.
Ler as placas dentro de 2 horas ap6s a adi¢do da solucdo “stop™.

Plotar num gréafico as absorbancias dos padrdes contra as suas concentracdes.
Desenhar a melhor curva usando estes pontos.

Ler as concentracdes de sIL-2R para as amostras desconhecidas e controles da
curva plotada. Amostras que produzirem resultados maiores que 8000 pg/mL
devem ser diluidas em tampdo diluente de padrdo e reanalisadas,

multiplicando-se a concentracdo encontrada pelo fator de diluigdo.
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ANEXO VIII

KIT ENZYME AMPLIFIED SENSITIVITY IMMUNOASSAY (EASIA)
PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE TNF-a HUMANO

Preparacdo dos reagentes

(BIOSOURCE ®, Nivelles, Belgium, Europe)

Padroes e controles: Reconstituir os padrdes liofilizados e controles ao volume

especificado com dgua destilada. Esperar a completa dissolu¢do e entdo misturar

delicadamente.

Solucao do conjugado: De acordo com o nimero de pogos utilizados, diluir o

conjugado concentrado com o tampao do conjugado em tubo de vidro limpo: ver

volume a ser pipetado.

N° pocgos Conjugado Tampao Volume de
concentrado conjugado trabalho (pL)
(pL) (pL)
8 50 500 550
16 100 1000 1100
24 150 1500 1650
32 200 2000 2200
48 300 3000 3300
96 600 6000 6600
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Solucao de lavagem: Diluir 2 mL de soluc¢do de lavagem concentrada em 400
mL de 4gua destilada ou todo o conteddo da solucdo em 2000 mL de 4gua destilada

(usar um homogeinizador magnético).

Solucao cromogénica: Pipetar 0,2 mL da solucdo cromogénica concentrada
(TMB) em um dos tubos de tampdo do substrato (H202 em tampio
acetato/citrato). Preparacdo extemporanea € necessdria. Usar somente a
temperatura ambiente. A solu¢do cromogénica € estavel por no maximo 15 min..

Evitar exposicdo direta a luz.

Estocagem e tempo de vida dos reagentes

1. Oconjugado deve ser estocado de 2 a 8°C.

2. Os padroes, controles e a solugdo A sdo estdveis por 4 dias a 2-8°C. Aliquotas
devem ser congeladas por longos periodos de tempo, no médximo por 2 meses a
—20°Cou a-70°C até a data de expiragdo.

Guardar as tiras a 2-8°Cno pacote fechado contendo o dessecante.

4. Asolucdo concentrada de lavagem € estdvel a temperatura ambiente até a data
de expiracio. E recomendado que se prepare uma solucio fresca no dia de uso.

5. A solugdo cromogénica preparada na hora € estdvel por no médximo 15 min. a

temperatura ambiente.

Procedimento

1. Deixar as amostras e reagentes alcancarem a temperatura ambiente (18 a 25°C)
antes do ensaio. Misturar os reagentes e amostras antes do uso.

A curva padrdo deve ser corrida em cada ensaio ou placa corrida.

Selecionar o nimero de tiras para a corrida.

Pipetar 50 uL. de tampao de incuba¢do em todos os pocos.

Pipetar 200 pL de cada padrio, controle ou amostra nos pocos apropriados.

AN

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente em um agitador horizontal (700
rpm).
7. Aspirar o liquido de cada pogo.
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12.

13.

14.

15.

16.
17.

. Lavar a placa trés vezes:

- Adicionar 0,4 mL de solucdo de lavagem a cada poco;

- Aspirar o contetido do poco.

. Pipetar 100 pL de padrdo O em todos os pocos.
10.
11.

Pipetar 50 pL de conjugado anti-TNF-o em todos os pocgos.

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente em um agitador horizontal (700
rpm).

Aspirar o liquido de cada poco.

Lavar a placa trés vezes:

- Adicionar 0,4 mL de solucdo de lavagem a cada poco;

- Aspirar o contetido do poco.

Pipetar 200 pL de solug¢do cromogénica, preparada no momento do uso, em
cada poco dentro de 15 min. seguindo o passo de lavagem.

Incubar a placa por 30 min. a temperatura ambiente em um agitador horizontal
(700 rpm), evitando exposic¢do direta a luz.

Pipetar 50 pL de solucdo “stop” em cada pogo.

Ler as absorbancias a 450 mm e 490 nm (filtro de referéncia: 630 ou 650 nm)

dentro de trés horas e calcular os resultados.

Anexos

159



Anexos

160



ANEXO IX

KIT ELISA PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE IFN-y HUMANO
(BIOSOURCES®, Nivelles, Belgium, Europe)

Preparacdao dos reagentes e estocagem
Reconstituiciao e diluicdo do padrao de IFN-y:
Nota: tubos pldsticos ou de vidro podem ser usados para a dilui¢do do padrao.
1. Reconstituir o padrdo a 5000 pg/mL com o tampao diluente do padrdo. Ler
a bula. Misturar delicadamente e esperar 10 min. para a completa
dissolucdo. Usar o padrdo até uma hora apds a reconstituigao.
2. Adicionar 0,100 mL do padrao reconstituido a um tubo contendo 0,400 mL
de tampao diluente do padrdao. Marcar como 1000 pg/ mL IFN-y. Misturar.
3. Adicionar 0,150 mL de tampao diluente do padrdo a cada um dos 6 tubos
marcados: 500/ 250/ 125/ 62,5/ 31,2 e 15,6 pg/ mL IFN-y.

4. Fazer dilui¢Oes seriadas do padrdo como descrito abaixo. Misturar entre os

passos.
Diluicdo do padrao de IFN-y
PADRAO (pg/mL) ADICIONAR ADICIONAR ANTES
1000 Prepare como descrito no passo 2
500 0,150 mL do 1000 0,150 mL do Tampao
250 0,150 mL do 500 0,150 mL do Tampao
125 0,150 mL do 125 0,150 mL do Tampao
62,5 0,150 mL do 125 0,150 mL do Tampao
31,2 0,150 mL do 62,5 0,150 mL do Tampao
15,6 0,150 mLdo 31,2 0,150 mL do Tampao
0 0,150 mL do Tampado|Um tubo vazio
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5. Descartar todos os padrdes diluidos e reagentes reconstituidos. Retornar o
tampao ao refrigerador.

Estocagem e diluicao final da estreptividina-HRP

Nota: A Estreptividina-HRP 100x concentrada estd em 50% de glicerol. Esta
solucgdo € viscosa.

Deixar a solucdo atingir a temperatura ambiente. Misturar cuidadosamente.
Pipetar a solucdo devagar. Remover o excesso da pipeta limpando a ponteira num

papel absorvente.

1. Diluir 10 pL desta solucdo concentrada com 1 mL de diluente de
Estreptividina-HRP para cada tira (8 pog¢os) usada no ensaio. Marcar como

solucdo de trabalho de Estreptividina-HRP.

Tiras de 8 pocos Volume de Volume de Diluente
Estreptividina-HRP (mL)
concentrada (pL)
2 20 2
4 40 4
6 60 6
8 80 8
10 100 10
12 120 12

2. Retornar o concentrado de Estreptividina-HRP ao refrigerador.

Diluicao do tampiao de lavagem

1. Deixar o concentrado 25x alcancgar a temperatura ambiente e misturar até que
todo precipitado se dissolva. Diluir um volume de 25x de tampdo de lavagem
concentrado com 24 volumes de dgua deionizada (ex. 50 mL podem ser diluidos a
1,25 L, 100 mL podem ser diluidos a 2,5 L). Marcar como solu¢do de trabalho do
tampdo de lavagem.

2. Guardar ambos, o concentrado e a solucdo de trabalho, no refrigerador. O

tampao diluido pode ser usado dentro de 14 dias.
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Método: procedimentos e calculos

Deixar todos os reagentes a temperatura ambiente antes do uso.

Nota: Uma curva padrado deve ser corrida com cada ensaio.

L.

10.

11.

Determinar o nimero de tiras (8 pocos) necessdrias ao ensaio. Inserir estas
na placa apropriada. Guardar as outras no refrigerador fechadas.

Adicionar 50 pL do tampao diluente do padrdo aos tubos zero. Os pogos
reservados para o branco do cromoégeno devem ficar vazios.

Adicionar 50 pL dos padrdes, amostras ou controles aos pogos apropriados.
Pipetar 50 pL do conjugado (anti-IFN-y biotinilado) em cada poco, exceto no
branco do cromodgeno. Bater cuidadosamente do lado da placa para
misturar.

Cobrir a placa com o papel adesivo adequado e incubar por 1 hora e meia a
temperatura ambiente.

Aspirar ou decantar a solucdo dos pocos e descarte o liquido. Lavar os pogos
4x.

Adicionar 100 pL da soluc¢do de trabalho de Estreptividina-HRP a cada poco,
exceto no branco do cromdégeno.

Cobrir a placa com o papel adesivo adequado e incubar por 45 min. a
temperatura ambiente.

Aspirar ou decante a solucdo dos pogos e descarte o liquido. Lavar os pogos
4x.

Adicionar 100 pL de cromdgeno estabilizado a cada pogo. O liquido do pogo
comecard a ficar azul.

Incubar por 30 min. a temperatura ambiente e no escuro. Nota: ndo cobrir a
placa com papel aluminio. O tempo de incubacdo do substrato cromégeno é
sempre determinado pelo leitor usado. Muitos leitores tém a capacidade de
ler até a DO de 2,0. Os valores devem ser monitorados e a reag¢do do
substrato parada antes dos pocos positivos atingirem os limites do aparelho.
Os valores de DO a 450 mm podem ser lidos apds adicionar a solucdo de
“stop” a cada pogo. Se usar um leitor que 1€ somente até 2,0 DO, parar o

ensaio apos 20 a 25 min. (sugestdo).
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12.

13.

14.

15.

Adicionar 100 pL de solucgdo “stop” a cada pogo. Bater com cuidado do lado
da placa para misturar. A solu¢cdo nos pogcos mudard de azul para amarela.
Ler as absorbancias de cada poco a 450 mm, zerando com o branco do
cromoégeno, composto de 100 pL de cromodgeno estabilizado e solucdo
“stop”. Ler as placas dentro de 2 horas apés a adicdo da solucdo “stop”.
Plotar num griafico as absorbiancias dos padrdes contra as suas
concentracoes. Desenhar a melhor curva usando estes pontos.

Ler as concentragcdes de IFN-y para as amostras desconhecidas e controles
da curva plotada. Amostras que produzirem resultados maiores que 1000
pg/mL devem ser diluidas em tampao diluente de padrido e reanalisadas,

multiplicando-se a concentracdo encontrada pelo fator de diluicao.
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ANEXO X

KIT ELISA PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE IL-6 HUMANA

(BIOSOURCE®, Nivelles, Belgium, Europe)

Preparacdo dos reagentes e estocagem

Reconstituiciao e diluicao do padrao de IL-6:

nota: tubos plédsticos ou de vidro podem ser usados para a dilui¢do do padrao.

1. Reconstituir o padrdo a 2500 pg/ mL com o tampao diluente do padrao. Ler

a bula. Misturar delicadamente e esperar 10 min. para a completa

dissolucdo. Usar o padrdo até uma hora apds a reconstituigdo.

2. Adicionar 0,200 mL do padrio reconstituido a um tubo contendo 0,800 mL

do tampao diluente do padrdo. Marcar como 500 pg/mL IL-6. Misturar.

3. Adicionar 0,300 mL de tampao diluente do padrdo a cada um dos 6 tubos

marcados: 250/ 125/ 62,5/ 31,2/ 15,6 ¢ 7,8 pg/ mL IL-6.

4. Fazer diluicdes seriadas do padrdo como descrito abaixo. Misturar entre os

passos.

Diluicao do padrao de IL-6

PADRAO (pg/mL) ADICIONAR | ADICIONAR ANTES

500 Prepare como descrito no passo 2

250 0,300 mL do 500 0,300 mL do Tampéo
Diluente

125 0,300 mL do 250 0,300 mL do Tampao
Diluente

62,5 0,300 mL do 125 0,300 mL do Tampao
Diluente

31,2 0,300 mL do 62,5 0,300 mL do Tampao
Diluente

15,6 0,300 mLdo 31,2 0,300 mL do Tampéo
Diluente
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7,8 0,300 mL do 15,6 0,300 mL do Tampéo

Diluente

0 0,300 mL do Tampdo|Um tubo vazio

Diluente

5. Descartar todos os padrdes diluidos e reagentes reconstituidos. Retornar o

tampao ao refrigerador.

Estocagem e diluicao final da Estreptividina-HRP

Nota: A Estreptividina-HRP 100x concentrada estd em 50% de glicerol. Esta
solucdo € viscosa.

Deixar a solucdo atingir a temperatura ambiente. Misturar cuidadosamente.
Pipetar a solucdo devagar. Remover o excesso da pipeta limpando a ponteira num

papel absorvente.

1. Diluir 10 pL desta solu¢do concentrada com 1 mL de diluente de
Estreptividina-HRP para cada tira (8 pocos) usada no ensaio. Marcar como

solucdo de trabalho de Estreptividina-HRP.

Tiras de 8 pocos Volume de Volume de Diluente
Estreptividina-HRP (mL)
concentrada (pL)
2 20 2
4 40 4
6 60 6
8 80 8
10 100 10
12 120 12

2. Retornar o concentrado de Estreptividina-HRP ao refrigerador.

Anexos

166



Diluicao do tampao de lavagem

1. Deixar o concentrado 25x alcancar a temperatura ambiente e misturar até que
todo precipitado se dissolva. Diluir um volume de 25x de tampdo de lavagem
concentrado com 24 volumes de dgua deionizada (ex. 50 mL podem ser diluidos a
1,25 L, 100 mL podem ser diluidos ba 2,5 L). Marcar como solucdo de trabalho do
tampao de lavagem.

2. Guardar ambos, o concentrado e a solug¢do de trabalho, no refrigerador. O

tampao diluido pode ser usado dentro de 14 dias.
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Método: procedimentos e calculos

Deixar todos os reagentes a temperatura ambiente antes do uso.

Nota: Uma curva padrao deve ser construida em cada ensaio.

L.

10.

11.

Determinar o nimero de tiras (8 pocos) necessdrias ao ensaio. Inserir estas
na placa apropriada. Guardar as outras no refrigerador fechadas.

Adicionar 100 pL do tampao diluente do padrdo aos tubos zero. Os pogos
reservados para branco do cromdgeno devem ficar vazios.

Adicionar 100 uL dos padrdes, amostras ou controles aos pocos apropriados.
Pipetar 50 pL do conjugado (anti-IL-6 biotinilado) em cada pogo, exceto no
branco do cromodgeno. Bater cuidadosamente do lado da placa para
misturar.

Cobrir a placa com o papel adesivo adequado e incubar por 2 horas a
temperatura ambiente.

Aspirar ou decantar a solucdo dos pocos e descarte o liquido. Lavar os pogos
4x.

Adicionar 100 pL da soluc¢do de trabalho de Estreptividina-HRP a cada poco,
exceto no branco do cromdégeno.

Cobrir a placa com o papel adesivo adequado e incubar por 30 min. a
temperatura ambiente.

Aspirar ou decantar a solugcdo dos pocos e descarte o liquido. Lavar os pogos
4x.

Adicionar 100 pL de cromdgeno estabilizado a cada pogo. O liquido do pogo
comecard a ficar azul.

Incubar por 30 min. a temperatura ambiente e no escuro. Nota: ndo cobrir a
placa com papel aluminio. O tempo de incubacido do substrato cromoégeno é
sempre determinado pelo leitor usado. Muitos leitores tém a capacidade de
ler até a DO de 2,0. Os valores devem ser monitorados e a reag¢do do
substrato parada antes dos pocos positivos atingirem os limites do aparelho.
Os valores de DO a 450 mm podem ser lidos apds adicionar a solucdo de
“stop” a cada pogo. Se usar um leitor que 1€ somente até 2,0 DO, parar o

ensaio apos 20 a 25 min. (sugestdo).
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12

13.

14.

15.

. Adicionar 100 pL de solu¢do “stop” a cada poco. Bater com cuidado do lado

da placa para misturar. A solucdo nos pocos mudard de azul para amarela.
Ler as absorbancias de cada poco a 450 nm, zerando com o branco do
cromégeno, composto de 100 pL de cromdgeno estabilizado e solucao
“stop”. Ler as placas dentro de 2 horas apds a adicdo da solugdo “stop”.
Plotar num grdfico as absorbancias dos padrdes contra as suas
concentracdes. Desenhar a melhor curva usando estes pontos.

Ler as concentragdes de IL-6 para as amostras desconhecidas e controles da
curva plotada. Amostras que produzirem resultados maiores que 500 pg/ mL
devem ser diluidas em tampdo diluente de padrdao e reanalisadas,

multiplicando-se a concentracdo encontrada pelo fator de diluicao.
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ANEXO X1

KIT ENZYME AMPLIFIED SENSITIVITY IMMUNOASSAY (EASIA)
PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE IL-10 HUMANA
(BIOSOURCES,

Nivelles, Belgium, Europe)

Preparacdo dos reagentes
Padroes, controles e solucao A: Reconstituir os padrdes liofilizados, controles
e a solucdo A ao volume especificado com dgua destilada. Esperar a completa

dissolu¢do e entdo misturar delicadamente.

Solucao de lavagem: Diluir 2 mL de soluc¢do de lavagem concentrada em 400
mL de dgua destilada ou todo o contetido da solu¢cdo em 2000 mL de dgua destilada

(usar um homogeinizador magnético).

Solucao cromogénica: Pipetar 0,2 mL da solucdo cromogénica concentrada
(TMB) em um dos tubos de tampdo do substrato (H202 em tampdo
acetato/citrato). Preparacdo extemporanea € necessdria. Usar somente a
temperatura ambiente. A solu¢do cromogénica € estivel por no méaximo 15 min..

Evitar exposicdo direta a luz.

Estocagem e tempo de vida dos reagentes

1. Oconjugado deve ser estocado de 2 a 8°C.

2. Os padrdes, controles e a solugdo A sdo estdveis por 4 dias a 2-8°C.
Aliquotas devem ser congeladas por longos periodos de tempo, no maximo
por 2 meses a—20°C ou a —70°C até a data de expiracio.

3. Guardar as tiras a 2-8°Cno pacote fechado contendo o dessecante.

4. A solugdo concentrada de lavagem ¢é estdvel a temperatura ambiente até a
data de expiracio. E recomendado que se prepare uma solucdo fresca no dia

de uso.
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5.

A solucdo cromogénica preparada na hora € estdvel por no maximo 15 min. a

temperatura ambiente.

Procedimento

L.

A i

~

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Deixar as amostras e reagentes alcancarem a temperatura ambiente (18 a
25°C) antes do ensaio. Misturar os reagentes e amostras antes do uso.

A curva padrdo deve ser corrida em cada ensaio ou placa corrida.

Selecionar o numero de tiras para a corrida.

Pipetar 100 puL da solu¢do B em todos os pogos.

Pipetar 100 uL de cada padrao, controle ou amostra nos pocos apropriados.
Incubar por 2 horas a temperatura ambiente (18 a 25°C) em um agitador
horizontal (700 rpm).

Aspirar o liquido de cada pogo.

. Lavar a placa trés vezes:

Adicionar 0,4 mL de solugdo de lavagem a cada pocgo;

Aspirar o contetido do poco.

Pipetar 100 pL da solugdo A, entdo 50 puL do conjugado anti- IL-10 em todos
0S pO¢Os.

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente (18 a 25°C) em um agitador
horizontal (700 rpm).

Aspirar o liquido de cada poco.

Lavar a placa trés vezes:

Adicionar 0,4 mL de solu¢do de lavagem a cada pocgo;

Aspirar o conteido do pogo.

Pipetar 200 pL de solucdo cromogénica fresca em cada poc¢o dentro de 15
min. seguindo a lavagem.

Incubar a placa por 30 min. & temperatura ambiente em um agitador
horizontal (700 rpm), evitando exposicdo direta a luz.

Pipetar 50 pL de solu¢do “stop” em cada pocgo.

Ler as absorbancias a 450 nm e 490 nm (filtro de referéncia: 630 ou 650

nm) dentro de trés horas e calcular os resultados.
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ANEXO XI1

KIT ENZYME AMPLIFIED SENSITIVITY IMMUNOASSAY (EASIA)
PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE TGF-1 HUMANO
(BIOSOURCE®, Nivelles, Belgium, Europe)

Preparacdo dereagentes

Curva padrao para TGF-B1: uma curva padrdo deve ser incluida em cada
corrida. Reconstituir um padrao liofilizado de TGF-B1 com o tampao de diluicdo.
Em tubos de polipropileno, fazer 5 dilui¢des seriadas com o tampdo de dilui¢do,

como descrito abaixo:

Diluicdes do padrao Padrao Volume do tampao
de diluicao
adicionado

1/5 0,2 mL padrao 0,8 mL
1/25 0,2 mL padrado 1/5 0,8 mL
1/125 0,2 mL padrado 1/25 0,8 mL

Controles: Reconstituir os controles com 0,5 mL de 4gua destilada.
Solucao de lavagem: diluir o conteiddo da solugdo de lavagem em 2000 mL de

dgua destilada.

Extracao da amostra
Este passo € necessdrio para a liberacdo de TGF-B1 dos complexos latentes,
tornando-o acessivel para a sua quantificacdo.
Amostras de soro devem ser depletadas de plaquetas antes deste passo. Em
um tubo de polipropileno, adicionar:
- 0,1mL de cada amostra e controle;
- 0,ImLde acido acético (2,5 M)
- Agitar no vortex. Incubar 15 min., a temperatura ambiente.
- Diluir 20 pL/ 500 pL com o tampao de dilui¢do, em tubos de polipropileno.
- Exemplo: 20 uLem 0,5 mL de tampao de diluigdo.
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Ap0s este passo da extragdo, as amostras sao diluidas 1/52.

Procedimento

1. Deixar as amostras e reagentes alcancarem a temperatura ambiente (18 a
25°C) antes do ensaio. Misturar os reagentes e amostras antes do uso.

2. Acurva padrao deve ser corrida em cada ensaio ou placa usada.

3. Selecionar o nimero de tiras para a corrida.

4. Pipetar 100 pL de cada padrdo e amostra (apds a extragdo) nos pogos
apropriados.

5. Pipetar 50 uL d o conjugado anti-TGF-B1-HRP em todos os pocos.

6. Incubar por 2 horas a temperatura ambiente (18 a 25°C) em um agitador
horizontal (700 rpm).

7. Aspirar o liquido de cada poco.

8. Lavar a placa trés vezes:

- Adicionar 0,4 mL de solu¢do de lavagem a cada pogo;

- Aspirar o contetido do poco.

9. Pipetar 100 pL da solugdo cromogénica em cada poco, dentro de 15 min.
seguindo a lavagem.

10.Incubar a placa por 30 min. a temperatura ambiente em um agitador
horizontal (700 rpm), evitando exposicdo direta a luz.

11. Pipetar 100 pL de solucdo “stop” em cada pogo.

12. Ler as absorbancias a 450 nm (filtro de referéncia: 650 nm) dentro de trés

horas e calcular os resultados. Para cada padrdo ou amostra, calcular:

DO (padriao ou amostra) x 100/ DO padrao zero.

Obs: Os resultados devem ser multiplicados por 52 para se obter as concentragdes

de TGF-B1 nas amostras.
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